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2 . 5 . 2  P r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  m o u s e  a n t i s e r u m  8 6  
2 . 5 . 2 . 1  I m m u n i s a t i o n  s c h e d u l e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
m o u s e  a n t i s e r u m  t o  a m p i c i l l i n  8 7  
2 . 5 . 2 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  m o u s e  s e r u m  f o r  e s t i m a t i o n  o f  t i t r e  8 7  
2 . 5 . 2 . 3  N o n - c o m p e t i t i v e  E L I S A  f o r  e s t i m a t i o n  o f  m o u s e  s e r u m  
a n t i b o d y  t i t r e  8 7  
2 . 5 . 2 . 4  C o m p e t i t i v e  E L I S A  f o r  m o u s e  a n t i s e r u m  8 7  
2 . 5 . 2 . 5  E n z y m a t i c  p r e - t r e a t m e n t  o f  a m p i c i l l i n  8 8  
2 . 5 . 3  P r o d u c t i o n  o f  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  8  8  
2 . 5 . 3 . 1  
I m m u n i s a t i o n  s c h e d u l e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  r a b b i t  
a n t i s e r u m  t o  a m p i c i l l i n  8 8  
2 . 5 . 3 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  r a b b i t  s e r u m  8  8  
2 . 5 . 3 . 3  
N o n - c o m p e t i t i v e  E L I S A  f o r  e s t i m a t i o n  o f  r a b b i t  s e r u m  
a n t i b o d y  t i t r e  8 9  
2 . 5 . 4  P u r i f i c a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  f r o m  w h o l e  r a b b i t  s e r u m  8 9  
2 . 5 . 4 . 1  
S a t u r a t e d  a m m o n i u m  s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  o f  a n t i b o d y  8 9  
2 . 5 . 4 . 2  
P r o t e i n  G  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  f o r  p u r i f i c a t i o n  
o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  8 9  
2 . 5 . 4 . 3  I m m u n o a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  9 0  
2 . 5 . 4 . 3 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  i r n m u n o a f S i n i t y  m a t r i x  9 0  
2 . 5 . 4 . 3 . 2  P u r i f i c a t i o n  u s i n g  B S A - s e p h a r o s e  a f i n i t y  c o l u m n  9 0  
2 . 5 . 5  A n t i b o d y  c h a r a c t e r i s a t i o n  9  1  
2 . 5 . 5 . 1  E n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  ( E L I S A )  9 1  
2 . 5 . 5 . 1 . 1  C h e c k e r b o a r d  E L I S A  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  d i l u t i o n  a n d  o p t i m a l  c o a t i n g  
c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  c o n j u g a t e s  9 1  
2 . 5 . 5 . 1 . 2  C o m p e t i t i v e  E L I S A  f o r  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  9  1  
2 . 5 . 5 . 2  B i a c o r e  a n a l y s i s  9  1  
2 . 5 . 5 . 2 . 1  I r n m o b i l i s a t i o n  o f  a m p i c i l l i n  o n t o  s e n s o r  c h i p  s u v a c e  9 1  
2 . 5 . 5 . 2 . 2  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  i m m u n o a s s a y  s e n s o r  c h i p  s u g a c e  9 2  
2 . 5 . 5 . 2 . 3  A m p i c i l l i n  s p i k e d  w h o l e  m i l k  p r e p a r a t i o n  9 2  
2 . 5 . 5 . 3  F l u o r e s c e n c e  I m m u n o a s s a y  ( F I A )  9 2  
2 . 5 . 5 . 3 . 1  P r o d u c t i o n  o f  b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n  9 2  
2 . 5 . 5 . 3 . 2  C h e c k e r b o a r d  F I A  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d y  d i l u t i o n  a n d  o p t i m a l  B I O - A M P  d i l u t i o n  9 3  
2 . 5 . 5 . 3 . 3  C h e c k e r b o a r d  F I A  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  B I O - A M P  
d i l u t i o n  a n d  o p t i m a l  S t r e p t a v i d i n - C y 5  d i l u t i o n  9 3  
2 . 5 . 5 . 3 . 4  C o m p e t i t i v e  F Z A  9 3  
2 . 5 . 5 . 4  B i o - c h i p  a p p l i c a t i o n  9 4  
2 . 5 . 6  P r o d u c t i o n  o f  a  m u r i n e  s c F v  a n t i b o d y  l i b r a r y  t o  a m p i c i l l i n  
9 4  
2 . 5 . 6 . 1  
E x t r a c t i o n  o f  R N A  f r o m  t h e  s p l e e n  o f  a  m o u s e  9 4  
2 . 5 . 6 . 2  C o m p l e m e n t a r y  D N A  s y n t h e s i s  9 5  
2 . 5 . 6 . 3  A m p l i f i c a t i o n  o f  a n t i b o d y  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  g e n e s  9 6  
2 . 5 . 6 . 3 . 1  
P r i m e r s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  v a r i a b l e  h e a v y  a n d  l i g h t  
c h a i n  g e n e s  9 6  
2 . 5 . 6 . 3 . 2  
P C R  c o m p o n e n t s  o f  v a r i a b l e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  
g e n e s  9 8  
2 . 5 . 6 . 3 . 3  
P C R  c o n d i t i o n s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  a n t i b o d y  l i g h t  
a n d  h e a v y  c h a i n  g e n e s  9 8  
2 . 5 . 6 . 4  S p l i c e  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n  ( S O E )  P C R  9 9  
3 . 2  R e s u l t s  1 1 8  
3 . 2 . 1  E x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  P L D  1 1 8  
3 . 2 . 1 . 1  R e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  o n  p J G S 9 0  p l a s m i d  1 1 9  
3 . 2 . 1 . 2  I n i t i a l  s m a l l - s c a l e  e x p r e s s i o n  1 1 9  
3 . 2 . 1 . 3  O p t i r n i s a t i o n  o f  P L D  e x p r e s s i o n  c o n d i t i o n s  1 2 1  
3 . 2 . 1 . 3 . 1  D e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n  s o l u b i l i t y  1 2 1  
3 . 2 . 1 . 3 . 2  
O p t i m i s a t i o n  o f  I P T G  c o n c e n t r a t i o n  f o r  i n d u c t i o n  
o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  1 2 2  
3 . 2 . 1 . 3 . 3  
O p t i m i s a t i o n  o f  s o n i c a t i o n  c o n d i t i o n s  f o r  i s o l a t i o n  
o f  P L D  1 2 3  
3 . 2 . 1 . 3 . 4  T i m e - c o u r s e  a n a l y s i s  o n  P L D  e x p r e s s i o n  1  2 4  
3 . 2 . 1 . 4  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t a g g e d  P L D  b y  W e s t e r n  
b l o t t i n g  1  2 5  
3 . 2 . 1 . 5  
P u r i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  P L D  p r o t e i n  b y  
i m m o b i l i s e d  m e t a l  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  ( I M A C )  
1 2 6  
3 . 2 . 1 . 6  
N u c l e o t i d e  a n d  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o n  t h e  
P L D  p r o t e i n  1 2 9  
3 . 2 . 1 . 7  
I d e n t i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  P L D  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g  1 3 1  
D e v e l o p m e n t  o f  a n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  t o  
C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n  s h e e p  
3 . 2 . 2 . 1  F e a s i b i l i t y  s t u d i e s  
3 . 2 . 2 . 2  A s s a y  d e v e l o p m e n t  a n d  s t a n d a r d i s a t i o n  
3 . 2 . 2 . 2 . 1  O p t i m i s a t i o n  o f  b l o c k i n g  r e a g e n t s  a n d  a n t i b o d y  
d i l u e n t s  
3 . 2 . 2 . 2 . 2  
O p t i m i s a t i o n  o f  a n t i g e n - c o a t i n g  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  t h e  
i n d i r e c t  E L I S A  
3 . 2 . 2 . 2 . 3  
O p t i m i s a t i o n  o f  s h e e p  s e r u m  d i l u t i o n s  f o r  r u e  i n  t h e  
i n d i r e c t  E L I S A  
3 . 2 . 2 . 2 . 4  
O p t i m i s a t i o n  o f  a n t i - s h e e p  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  
d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  t h e  i n d i r e c t  E L I S A  
3 . 2 . 2 . 2 . 5  
R e p e a t a b i l i t y  s t u d i e s  o n  t h e  i n d i r e c t  E L I S A  
3 . 2 . 2 . 3  
C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  i n d i r e c t  E L I S A  p e r f o r m a n c e  
* .  .  
X l l l  
3 . 2 . 3  D e v e l o p m e n t  o f  a  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  
t o  C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n  s h e e p  
1  4 7  
3 . 2 . 3 . 1  P r e c o n c e n t r a t i o n  s t u d i e s  1 4 7  
3 . 2 . 3 . 2  
I m m o b i l i s a t i o n  o f  P L D  o n t o  t h e  C M 5  s e n s o r  c h i p  
s u r f a c e  1 4 8  
3 . 2 . 3 . 3  
A s s e s s m e n t  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  s h e e p  s e r u m  t o  
a  C M 5  s e n s o r  c h i p  s u r f a c e  
1 4 9  
3 . 2 . 3 . 4  F e a s i b i l i t y  s t u d i e s  1 5 0  
3 . 2 . 3 . 5  R e g e n e r a t i o n  s t u d i e s  1 5 4  
3 . 2 . 3 . 6  
O p t i r n i s a t i o n  o f  s h e e p  s e r u m  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  a  
B i a c o r e  a s s a y  1 5 6  
3 . 2 . 3 . 7  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a s s a y  p e r f o r m a n c e  1 5 9  
3 . 3  D i s c u s s i o n  1 6 3  
C h a p t e r  4 :  P r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  g e n e t i c a l l y  d e r i v e d  F a b  
f r a g m e n t s  d i r e c t e d  a g a i n s t  a f l a t o x i n  B 1  
1 7 1  
4 . 1  I n t r o d u c t i o n  
4 . 1 . 1  T h e  a f l a t o x i n s  
4 . 1 . 2  A f l a t o x i n  m e t a b o l i s m  
4 . 1 . 3  E f f e c t s  o f  a f l a t o x i n  c o n t a m i n a t i o n  
4 . 1 . 4  C u r r e n t  m e t h o d s  o f  d e t e c t i o n  f o r  a f l a t o x i n s  
4 . 1 . 5  C h a p t e r  o u t l i n e  
4 . 2  R e s u l t s  
4 . 2 . 1  C o n s t r u c t i o n  o f  a n  a n t i - A F B 1  c h i m e r i c  m o u s e / h u m a n  F a b  l i b r a r y  
4 . 2 . 1 . 1  
A m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  m u r i n e  v a r i a b l e  a n d  h u m a n  
c o n s t a n t  r e g i o n s  
4 . 2 . 1 . 2  
A s s e m b l y  o f  m u r i n e  v a r i a b l e  r e g i o n s  w i t h  h u m a n  
c o n s t a n t  r e g i o n s  
4 . 2 . 1 . 3  
A s s e m b l y  o f  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t  
4 . 2 . 1 . 3  
D i g e s t i o n  o f  p C o m b 3 X  v e c t o r  a n d  F a b  o v e r l a p  
P C R  p r o d u c t  
4 . 2 . 1 . 4  L i b r a r y  l i g a t i o n  a n d  t r a n s f o r m a t i o n  
x i v  
4 . 2 . 2  
I s o l a t i o n  o f  F a b  f r a g m e n t s  a g a i n s t  A F B l  f r o m  c h i m e r i c  F a b  l i b r a r y  1 8 8  
4 . 2 . 3  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o n  A F B 1 - s p e c i f i c  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  1 9 2  
4 . 2 . 4  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o n  t h e  a n t i - A m 1  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  1 9 6  
4 . 2 . 5  E x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  a n t i - A F B 1  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  1 9 9  
4 . 2 . 6  D e v e l o p m e n t  o f  a n  i n h i b i t i o n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B l  
2 0 2  
4 . 2 . 6 . 1  
C h e c k e r b o a r d  E L I S A  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
o p t i m a l  c o a t i n g  c o n j u g a t e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  
a n t i b o d y  d i l u t i o n  2 0 2  
4 . 2 . 6 . 2  I n h i b i t i o n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B l  2 0 5  
4 . 2 . 6 . 2 . 1  Z n t r a -  a n d  i n t e r - a s s a y  v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  2 0 5  
4 . 2 . 6 . 3  C o m p a r i s o n  o f  F a b  f r a g m e n t s  a n d  p a r e n t  s c F v  2 1 0  
4 . 2 . 6 . 4  C r o s s - r e a c t i v i t y  s t u d i e s  2 1  1  
4 . 2 . 7  D e v e l o p m e n t  o f  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B 1  2 1 3  
4 . 2 . 7 . 1  N o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  s t u d i e s  2 1 3  
4 . 2 . 7 . 2  R e g e n e r a t i o n  s t u d i e s  2 1 5  
4 . 2 . 7 . 3  
B i a c o r e - b a s e d  i n h i b i t i o n  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
A F B  1  2  1 7  
4 . 2 . 7 . 3 . 1  I n t r a -  a n d  i n t e r - a s s a y  v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  2 1 7  
4 . 2 . 7 . 4  C o m p a r i s o n  o f  F a b  f r a g m e n t s  a n d  p a r e n t  s c F v  2 2 2  
4 . 2 . 8  
I n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  o f  a n t i - A F B 1  F a b  a n d  s c F v  f r a g m e n t s  
2 2 3  
4 . 2 . 8 . 1  
S u b c l o n i n g  o f  s c F v  f r a g m e n t s  i n t o  v e c t o r  p A K 4 0 0 B i o  
f o r  i n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  2 2 3  
4 . 2 . 8 . 2  
S u b c l o n i n g  o f  F a b  f r a g m e n t s  i n t o  v e c t o r  p A K 4 0 0 B i o  
f o r  i n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  2 2 3  
4 . 2 . 8 . 3  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o n  A F B 1 - s p e c i f i c  
r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  2 2 6  
4 . 2 . 8 . 4  
P r o d u c t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  i n  v i v a  
b i o t i n y l a t e d  a n t i b o d i e s  2 2 8  
4 . 2 . 8 . 5  
I n h i b i t i o n  E L I S A  i n c o r p o r a t i n g  t h e  i n  v i v o  
b i o t i n y l a t e d  s c F v  2 3 2  
4 . 3  D i s c u s s i o n  2 3 7  
C h a p t e r  5 :  D e v e l o p m e n t  o f  b i o s e n s o r - b a s e d  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
a m p i c i l l i n  i n  m i l k  2 4 3  
5 . 1  I n t r o d u c t i o n  2 4 4  
5 . 1 . 1  T h e  b e t a - l a c t a m  a n t i b i o t i c s  2 4 4  
5 . 1 . 2  M e c h a n i s m  o f  a n t i m i c r o b i a l  a c t i v i t y  2 4 4  
5 . 1 . 3  P r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  i n  m i l k  2 4 5  
5 . 1 . 4  C u r r e n t  m e t h o d s  o f  d e t e c t i o n  f o r  a n t i b i o t i c s  i n  m i l k  2 4 8  
5 . 1 . 5  C h a p t e r  o u t l i n e  2 5 2  
5 . 2  R e s u l t s  2 5 3  
5 . 2 . 1  P r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a m p i c i l l i n - p r o t e i n  c o n j u g a t e s  2 5 3  
5 . 2 . 1 . 1  C a r b o d i i m i d e - m e d i a t e d  h a p t e n - c a r r i e r  c o n j u g a t i o n  2 5 4  
5 . 2 . 2  P r o d u c t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i - a m p i c i l l i n  a n t i b o d i e s  2 5 8  
5 . 2 . 2 . 1  I m m u n o g e n  p r e p a r a t i o n  a n d  i m m u n i s a t i o n  2 5  8  
5 . 2 . 2 . 2  T i t r e  o f  p o l y c l o n a l  a n t i - a m p i c i l l i n  s e r u m  2 5 8  
5 . 2 . 2 . 3  P u r i f i c a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i - a m p i c i l l i n  s e r u m  2 5 9  
5 . 2 . 3  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  p u r i f i e d  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  b y  S D S - P A G E  
a n d  W e s t e r n  b l o t t i n g  2 5 9  
5 . 2 . 4  D e v e l o p m e n t  o f  a n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  P B S  
u s i n g  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  
2 6  1  
5 . 2 . 4 . 1  
C h e c k e r b o a r d  E L I S A  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
o p t i m a l  c o a t i n g  c o n j u g a t e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  
a n t i b o d y  d i l u t i o n  2 6  1  
5 . 2 . 4 . 2  I n t r a -  a n d  i n t e r - a s s a y  v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  2 6 2  
5 . 2 . 5  D e v e l o p m e n t  o f  a  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  u s i n g  t h e  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  m i l k  
2 6 5  
5 . 2 . 5 . 1  
P r o d u c t i o n  o f  a  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  a m p i c i l l i n  
C M 5  s e n s o r  c h i p  s u r f a c e  2 6 5  
5 . 2 . 5 . 2  
B i n d i n g  s t u d i e s  o n  t h e  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  
a m p i c i l l i n  s u r f a c e  2 6 5  
5 . 2 . 5 . 3  
D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  
i n  H B S  b u f f e r  u s i n g  a  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  f o r m a t  2 6 7  
x v i  
5 . 2 . 5 . 4  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  
i n  p r o c e s s e d  m i l k  u s i n g  a  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  
f o r m a t  2 7  1  
5 . 2 . 5 . 4 . 1  N o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  s t u d i e s  2 7 4  
5 . 2 . 5 . 4 . 2  E v a l u a t i o n  o f  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  a m p i c i l l i n  s u r f a c e  
s t a b i l i t y  2 7 5  
5 . 2 . 5 . 4 . 3  D e v e l o p m e n t  o f  a  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  p r o c e s s e d  m i l k  2 7 5  
5 . 2 . 5 . 4 . 4  C r o s s - R e a c t i v i t y  S t u d i e s  2 8 0  
5 . 2 . 6  D e v e l o p m e n t  o f  a  b i o c h i p - b a s e d  a s s a y  u s i n g  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  f o r  
t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  2 8 2  
5 . 2 . 6 . 1  F l u o r e s c e n c e  i m m u n o a s s a y  ( F I A )  d e v e l o p m e n t  2 8 2  
5 . 2 . 6 . 1 . 1  C h e c k e r b o a r d  F I A  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
o p t i m a l  a n t i b o d y  a n d  r e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n s  2 8 2  
5 . 2 . 6 . 1 . 2  O p t i m i s a t i o n  o f  b l o c k i n g  r e a g e n t s  a n d  d i l u e n t s  2 8 5  
5 . 2 . 6 . 1 . 3  C o m p e t i t i v e  F a  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  P B S  2 8 7  
5 . 2 . 6 . 2  B i o c h i p  a p p l i c a t i o n  2 9 0  
5 . 2 . 7  S e l e c t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  t o  a m p i c i l l i n  2 9 5  
5 . 2 . 7 . 1  P r o d u c t i o n  o f  a n  i m m u n e  m u r i n e  a n t i b o d y  l i b r a r y  
a g a i n s t  a m p i c i l l i n  2 9 5  
5 . 2 . 7 . 2  S e l e c t i o n  o f  s c F v s  s p e c i f i c  f o r  a m p i c f i n  f r o m  a  
n a Y v e  h u m a n  a n t i b o d y  l i b r a r y  3 0 0  
5 . 3  D i s c u s s i o n  3 0 1  
C h a p t e r  6 :  O v e r a l l  c o n c l u s i o n s  
6 . 1  O v e r a l l  s u m m a r y  a n d  c o n c l u s i o n s  
C h a p t e r  7 :  R e f e r e n c e s  
A p p e n d i x  
x v i i  
A b b r e v i a t i o n s  
A  
A m 1  
A m 1 - B S A  
A M P  
A M P - B S A  
A M P - O V A  
A M P - T H Y  
A M V  R T  
A P A  
B C A  
B - c e l l s  
B  I A  
b p  
B S A  
C A T  
c D N  A  
C D R  
C H  
C L  
c f u  
C M  
C R  
c v  
c D N A  
d  
D M S O  
D N A  
d N T P  
D S n  
D S P  
E D C  
E D T A  
A b s o r b a n c e  
a f l a t o x i n  B  1  
a f l a t o x i n  B  - b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  
a m p i c i l l i n  
a m p i c i l l i n - b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  
a m p i c i l l i n - o v a l b u m i n  
a m p i c i l l i n - t h y r o g l o b u l i n  
A v i a n  M y e l o b l a s t o s i s  V i r u s  R e v e r s e  T r a n s c r i p t a s e  
( + ) - 6 - a m i n o p e n i c i l l a n i c  a c i d  
b i c i n c h o n i n i c  a c i d  
B u r s a - e q u i v a l e n t - d e r i v e d  s m a l l  l y p h o c y t e s  
b i o m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n  a n a l y s i s  
b a s e  p a i r s  
b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  
C a m b r i d g e  A n t i b o d y  T e c h n o l o g y  
c o m p l e m e n t a r y  D N A  
c o m p l e m e n t a r i t y  d e t e r m i n i n g  r e g i o n s  
c o n s t a n t  r e g i o n  o f  h e a v y  c h a i n  
c o n s t a n t  r e g i o n  o f  l i g h t  c h a i n  
c o l o n y  f o r m i n g  u n i t  
c a r b o x y m e t h y l a t e d  
c r o s s - r e a c t i v i t y  
c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  
c o m p l e m e n t a r y  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  
d e g e n e r a c y  
d i m e t h y l  s u l f o x i d e  
d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  
d c u x y n u c l e u t i d y l  t r i p l l o s p l ~ a t e s  
d i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  
d i a g n o s t i c  s p e c i f i c i t y  
N - e t h y l - N ' -  ( d i m e t h y l a m i n o p r o p y 1 ) - c a r b o d i i m i d e  
e t h y l e n e d i a r n i n e t e t r a - a c e t i c  a c i d  
x v i i i  
E E C  
E L I S  A  
E U  
F a b  
F c  
F C A  
F ' I A  
F I C A  
F v  
F W R  
G C  
G L C  
H A T  
H B S  
H G P R T  
H i s  
H P L C  
H R P  
I F N  
I g G  
I g A  
I g D  
I g E  
I g M  
I L  
I M A C  
l P T G  
K L H  
L B  
L C  
L E D  
L F I A  
L O D  
L o g  
E u r o p e a n  E c o n o m i c  C o m m u n i t y  
e n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  
E u r o p e a n  U n i o n  
a n t i g e n - b i n d i n g  f r a g m e n t  
c r y s t a l l i s a b l e  f r a g m e n t  
F r e u n d ' s  c o m p l e t e  a d j u v a n t  
f l u o r e s c e n c e  i m m u n o a s s a y  
F r e u n d ' s  i n c o m p l e t e  a d j u v a n t  
v a r i a b l e  f r a g m e n t  
f r a m e w o r k  r e g i o n  
g a s  c h r o m a t o g r a p h y  
g a s - l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  
h y p o x a n t h i n e  a m i n o p t e r i n  t h y m i d i n e  
h e p e s  b u f f e r e d  s a l i n e  
h y p o x a n t h i n e  g u a n i d i n e  p h o s p h o r i b o s y l  t r a n s f e r a s e  
h i s t i d i n e  
h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  
h o r s e  r a d i s h  p e r o x i d a s e  
i n t e r f e r o n  
i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s  G  
i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s  A  
i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s  D  
i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s  E  
i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s  M  
i n t e r l e u k i n  
i m m o b i l i s e d  m e t a l  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  
i s o p r o p y l - P - D - g a l a c t o p y r a n o s i d e  
k e y h o l e  l i m p e t  h a e m o c y a n i n  
L u r i a  B e r t a n i  m e d i a  
l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  
l i g h t  e m i t t i n g  d i o d e  
l a t e r a l  f l o w  i m m u n o a s s a y  
l i m i t  o f  d e t e c t i o n  
l o g a r i t h m i c  
x i x  
m A b  
~ a r v e l ~ ~  
M H C  
M R L  
m R N A  
M S  
M W  
N D  
N H S  
N K  
N T A  
O D  
0 - P D  
O V A  
P A G E  
P E P  
P B  S  
P B S T  
P C R  
P E G  
p H  
P I  
R N A  
R n a s i n a  
R T - P C R  
R U  
S A S  
S C F V  
S D  
S D S  
S O E - P C R  
S P R  
T A E  
T L C  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  
d r i e d  s k i m m e d  m i l k  p o w d e r  ( P r e m i e r  F o o d s  L t d . ,  U K )  
m a j o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  c o m p l e x  
m a x i m u m  r e s i d u e  l i m i t  
m e s s e n g e r  R N A  
m a s s  s p e c t r o s c o p y  
m o l e c u l a r  w e i g h t  
n o t  d e t e r m i n e d  
N - h y d r o x y s u c c i n i m i d e  
n a t u r a l  k i l l e r  
n i t r i l o t r i a c e t i c  a c i d  
o p t i c a l  d e n s i t y  
o - p h e n y l e n e d i a m i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  
o v a l b u m i n  
p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  
p e n i c i l l i n  b i n d i n g  p r o t e i n  
p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  
p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  c o n t a i n i n g  0 . 0 5 %  ( v l v )  T w e e n  2 0  
p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  
p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  
l o g  o f  t h e  h y d r o g e n  i o n  c o n c e n t r a t i o n  
i s o e l e c t r i c  p o i n t  
r i b o n u c l e i c  a c i d  
r i b o n u c l e a s e  i n h i b i t o r  
r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  P C R  
r e s p o n s e  u n i t  
s a t u r a t e d  a m m o n i u m  s u l p h a t e  
s i n g l e  c h a i n  v a r i a b l e  f r a g m e n t  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n  
s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  
s p l i c e  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n -  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  
s u r f a c e  p l a s m o n  r e s o n a n c e  
t r i s  a c e t i c  a c i d - e t h y l e n e  d i a m i n e  t e t r a  a c e t i c  a c i d  
t h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  
T M B  
U S D A  
u v  
V H  
V L  
3 ,  3 ' ,  5 ,  5 ' - t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e  
U n i t e d  S t a t e s  D e p a r t m e n t  o f  A g r i c u l h ~ r e  
u l t r a v i o l e t  
v a r i a b l e  r e g i o n  o f  h e a v y  c h a i n  
v a r i a b l e  r e g i o n  o f  l i g h t  c h a i n  
x x i  
Units 
"C 
Ilg 
PI 
PM 
cm 
Ba 
g 
A' 
kg 
k b ~  
kDa 
L 
M 
m 
mg 
min 
ml 
mm 
mM 
mol 
msec 
nM 
''g 
P!z 
?Im 
RU 
SCC 
v 
vlv 
wfv 
degrees Celsius 
rnic~.ogram 
microlitre 
micromolar 
centitnetre 
Dalton(s) 
gram 
centrifugal force 
ki logam 
kilo base pair 
kilo Dalton(s) 
li tre 
molar 
metre. 
milligram 
minute 
millilim 
millimetre 
millimolar 
moles 
millisecond 
nanomofar 
nanogram 
picogram 
revolurians per minute 
response units 
second 
volts 
volume per unir volume 
weight per unit  vutume 
xxii 
P u b l i c a t i o n s  
S t a p l e t o n ,  S .  B r a d s h a w ,  B .  a n d  O ' K e n n e d y ,  R .  ( 2 0 0 7 ) .  D e v e l o p m e n t  o f  a  B i a c o r e -  
b a s e  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  t o  C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n  
s h e e p .  S u b m i t t e d  t o  B i o s e n s o r s  &  B i o e l e c t r o n i c s .  
S t a p l e t o n ,  S .  D u n n e ,  L . ,  F i n l a y ,  W . J .  a n d  O ' K e n n e d y ,  R .  ( 2 0 0 7 ) .  S u r f a c e - p l a s m o n  
r e s o n a n c e - b a s e d  d e t e c t i o n  o f  a f l a t o x i n  B 1  u s i n g  F a b  f r a g m e n t s .  I n  p r e p a r a t i o n .  
O ' K e n n e d y ,  R . ,  S t a p l e t o n ,  S . ,  e t  a l .  ( 2 0 0 7 ) .  A p p l i c a t i o n s  o f  s e n s o r s  i n  f o o d  a n d  
e n v i r o n m e n t a l  a n a l y s i s .  I n :  S e n s o r s  f o r  C h e m i c a l  a n d  B i o l o g i c a l  A p p l i c a t i o n s ,  
C h a p t e r  5 ,  C R C  P r e s s  ( s u b m i t t e d ) .  
S t a p l e t o n ,  S . ,  T u l l y ,  E ,  a n d  O ' K e n n e d y ,  R .  ( 2 0 0 4 ) .  Z m m u n o a s s a y s :  p r o d u c t i o n  o f  
a n t i b o d i e s .  I n :  E n c y c l o p a e d i a  o f  A n a l y t i c a l  S c i e n c e  ( 2 n d  E d . ) ,  3 0 6 - 3 1 6 .  A c a d e m i c  
P r e s s ,  N e w  Y o r k ,  U S A .  
O ' K e n n e d y ,  R . ,  L e o n a r d ,  P . ,  H e a r t y ,  S . ,  D a l y ,  S . ,  D i l l o n ,  P . ,  B r e n n a n ,  J . ,  D u n n e ,  L . ,  
D a r m a n i n  S h e e h a n ,  A . ,  S t a p l e t o n ,  S . ,  T u l l y ,  L . ,  Q u i n n ,  J .  a n d  C h a k r a b o r t y ,  T .  ( 2 0 0 5 ) .  
A d v a n c e s  i n  b i o s e n s o r s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  p a t h o g e n s  i n  f o o d  a n d  w a t e r .  I n :  R a p i d  
M e t h o d s  f o r  b i o l o g i c a l  a n d  c h e m i c a l  c o n t a m i n a n t s  i n  f o o d  a n d  f e e d ,  8 5 - 1 0 4 .  V a n  
A m e r o n g e n ,  A . ,  B a r u g ,  D .  a n d  L a u w a a r s ,  M .  ( E d s ) .  W a g e n i n g e n  A c a d e m i c  
P u b l i s h e r s ,  t h e  N e t h e r l a n d s .  
P r e s e n t a t i o n s  
J o n e s ,  C . E . N . ,  H a u g h e y ,  S . A . ,  B a x t e r ,  G . A . ,  S t a p l e t o n ,  S . C .  D u n n e ,  L . P .  a n d  
O ' K e n n e d y ,  R .  ( 2 0 0 7 ) .  T h e  d e t e c t i o n  o f  a f l a t o x i n s  b y  o p t i c a l  b i o s e n s o r  a n a l y s i s .  XZZZ 
I n t e r n a t i o n a l  Z U P A C  S y m p o s i u m  o n  M y c o t o x i n s  a n d  P h y c o t o x i n s ,  I s t a n b u l ,  T u r k e y .  
2 1 - 2 5 t h  M a y .  
H a u g h e y ,  S . A . ,  B a x t e r ,  G . A . ,  J o n e s ,  C . E . N . ,  S t a p l e t o n ,  S . C .  D u n n e ,  L . P .  a n d  
O ' K e n n e d y ,  R .  ( 2 0 0 7 ) .  T h e  d e t e c t i o n  o f  a f l a t o x i n s  b y  o p t i c a l  b i o s e n s o r  a n a l y s i s .  
R a p i d  M e t h o d s  E u r o p e ,  N o o r d w i j k ,  t h e  N e t h e r l a n d s .  J a n u a r y  2 9 - 3 0 ~ .  
H a u g h e y ,  S . A . ,  B a x t e r ,  A . G . ,  J o n e s ,  C . E . N . ,  D u n n e ,  L . P . ,  S t a p l e t o n ,  S . C .  a n d  
O ' K e n n e d y ,  R . J .  ( 2 0 0 5 ) .  T h e  d e t e c t i o n  o f  a f l a t o x i n s  b y  o p t i c a l  b i o s e n s o r  a n a l y s i s .  
1 1 9 "  A O A C  A n n u a l  M e e t i n g ,  O r l a n d o ,  F l o r i d a ,  U S A .  1 1 - 1 5 ~ ~  S e p t e m b e r .  
H a u g h e y ,  S . A . ,  B a x t e r ,  A . G . ,  J o n e s ,  C . E . N . ,  D u n n e ,  L . P . ,  S t a p l e t o n ,  S . C .  a n d  
O ' K e n n e d y ,  R . J .  ( 2 0 0 5 ) .  T h e  d e t e c t i o n  o f  a f l a t o x i n  B 1  b y  i m m u n o b i o s e n s o r .  W o r l d  
M y c o t o x i n  F o r u m ,  N o o r d w i j k ,  t h e  N e t h e r l a n d s .  1 0 -  1 1 '  N o v e m b e r .  
S t a p l e t o n ,  S . ,  D a r m a n i n  S h e e h a n ,  A . ,  M c E v o y ,  H . ,  B l u e ,  R . ,  M c D o n a g h ,  C . ,  
M a c C r a i t h ,  B .  a n d  O ' K e n n e d y ,  R .  ( 2 0 0 6 ) .  R a p i d  d e t e c t i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  i n  
m i l k  u s i n g  d i s p o s a b l e  b i o c h i p  s e n s o r s .  F I R M ,  D u b l i n  C a s t l e ,  I r e l a n d .  N o v e m b e r  2 8 t h .  
L e o n a r d ,  P . ,  H e a r t y ,  S . ,  D a r m a n i n  S h e e h a n ,  A . ,  S t a p l e t o n ,  S . ,  D u n n e ,  L . ,  D a l y ,  S .  a n d  
O ' K e n n e d y ,  R .  ( 2 0 0 5 ) .  N o v e l  a p p r o a c h e s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  f o o d  p a t h o g e n s  a n d  
f o o d  c o n t a m i n a n t s  u s i n g  S P R  t e c h n o l o g y .  I n v i t e d  p r e s e n t a t i o n  a t  t h e  H e a l t h  C a n a d a  
B i o C o p  w o r k s h o p  e n t i t l e d  " B i o s e n s o r  A p p l i c a t i o n s  f o r  F o o d  S a f e t y  a n d  A n a l y s i s " ,  
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A b s t r a c t  
T h i s  t h e s i s  d e s c r i b e s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  i m m u n o a s s a y s  f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  c a s e o u s  
l y m p h a d e n i t i s ,  a  d i s e a s e  o f  s h e e p  c a u s e d  b y  C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t ~ i b e r c u l o s i s ;  
a n d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  f o o d  c o n t a m i n a n t s ,  a f l a t o x i n  B I  ( A F B l ) ,  a n d  t h e  p - l a c t a m  
a n t i b i o t i c ,  a m p i c i l l i n .  
I m r n u n o a s s a y s  b a s e d  o n  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  t o  a  p h o s p h o l i p a s e  D  ( P L D )  
e x o t o x i n  o f  C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s ,  t h e  c a u s a t i v e  a g e n t  o f  c a s e o u s  
l y m p h a d e n i t i s  ( C L A ) ,  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  A  p r e v i o u s l y  c l o n e d  r e c o m b i n a n t  f o r m  o f  
P L D  ( M e n z i e s  e t  a l . ,  1 9 9 4 )  w a s  e x p r e s s e d  i n  E .  c o l i ,  p u r i f i e d  a n d  s u b s e q u e n t l y  u s e d  
i n  a n  i n d i r e c t  E L I S A  a n d  B i a c o r e  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  t o  C .  
p s e u d o t l i b e r c u l o s i s  i n  s h e e p  s e r u m  s a m p l e s .  T h e s e  a s s a y s  w e r e  o p t i m i s e d  u s i n g  a  
v a r i e t y  o f  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c o n t r o l s  a n d  w e r e  t h e n  a p p l i e d  t o  a  r a n g e  o f  c l i n i c a l  
s a m p l e s  f r o m  I r i s h  h e r d s .  
A  p r e v i o u s l y  i s o l a t e d  A m 1 - s p e c i f i c  s i n g l e  c h a i n  v a r i a b l e  f r a g m e n t  ( s c F v )  w a s  
c o n v e r t e d  t o  a  c h i m e r i c  F a b  f o r m a t  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s ,  u s i n g  
P C R  a s s e m b l y  m e t h o d s .  A  m u t a n t  F a b  f r a g m e n t  w a s  a l s o  i s o l a t e d  a n d  d e m o n s t r a t e d  
i m p r o v e d  a s s a y  p e r f o r m a n c e  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  p a r e n t  s c F v .  T h e  a n t i b o d y  
f r a g m e n t s  w e r e  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s e v e r a l  i m m u n o a s s a y  
f o r m a t s  a n d  c o m p a r e d  w i t h  r e g a r d  t o  s e n s i t i v i t y ,  s p e c i f i c i t y ,  a n d  s t a b i l i t y .  T h e  s c F v  
f r a g m e n t  w a s  a l s o  s u c c e s s f u l l y  b i o t i n y l a t e d  i n  v i v o  a n d  a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
a n  E L I S A .  
R a b b i t  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  a m p i c i l l i n  w e r e  p r o d u c e d ,  c h a r a c t e r i s e d  a n d  
s u b s e q u e n t l y  a p p l i e d  t o  E L I S A  a n d  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
a m p i c l l i n  i n  ' s p i k e d '  s a m p l e s  o f  P B S  a n d  w h o l e  m i l k .  T h e  a n t i b o d i e s  w e r e  t h e n  
e m p l o y e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  f l u o r e s c e n c e - b a s e d  i r n m u n o a s s a y  f o r  s u b s e q u e n t  
i n c o r p o r a t i o n  i n t o  a  d i s p o s a b l e  b i o c h i p  s e n o r .  N a l ' v e  a r ~ d  i ~ r l l n u ~ ~ c :  p h a g e  d i s p l a y e d  
l i b r a r i e s  w e r e  a l s o  s c r e e n e d  a g a i n s t  a  n u m b e r  o f  a m p i c i l l i n  c o n j u g a t e s  f o r  t h e  
i s o l a t i o n  o f  a n  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  s c F v .  
x x v i  
C h a p t e r  1  
I n t r o d u c t i o n  
1 . 1  S e c t i o n  o v e r v i e w  
T h e  m a i n  a i m  o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  i m m u n o a s s a y s  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  t h e  f o o d  c o n t a m i n a n t s ,  a f l a t o x i n  B1 a n d  a m p i c i l l i n ,  a n d  f o r  t h e  d i a g n o s i s  
o f  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s ,  a  d i s e a s e  o f  s h e e p  c a u s e d  b y  C o r y n e b a c t e r i u m  
p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n f e c t i o n .  I r n m u n o a s s a y s  e x p l o i t  t h e  s p e c i f i c  a n d  s e n s i t i v e  
i n t e r a c t i o n  o f  a n  a n t i b o d y  t o  i t s  c o r r e s p o n d i n g  a n t i g e n  a n d  t h u s ,  t h i s  i n t r o d u c t o r y  
c h a p t e r  g i v e s  a  b r i e f  o v e r v i e w  o f  a n t i b o d y  s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n .  A n t i b o d y  
p r o d u c t i o n  b y  b o t h  c o n v e n t i o n a l  a n d  g e n e t i c  m e a n s  a n d  t h e i r  a p p l i c a t i o n s  a r e  a l s o  
d i s c u s s e d .  A d d i t i o n a l  i n f o r m a t i o n  o n  t a r g e t  a n t i g e n s  a n d  c u r r e n t  m e t h o d s  f o r  t h e i r  
d e t e c t i o n  i s  a l s o  p r e s e n t e d  a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  e a c h  o f  t h e  r e l e v a n t  c h a p t e r s .  
1 . 2  T h e  i m m u n e  s y s t e m  
T h e  t e r m  i m m u n i t y ,  d e r i v e d  f r o m  t h e  L a t i n  t e r m  ' i r n m u n i s '  ( m e a n i n g  e x e m p t ) ,  r e f e r s  
t o  a l l  t h e  m e c h a n i s m s  u s e d  b y  t h e  b o d y  a s  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  e n v i r o n m e n t a l  a g e n t s  
t h a t  a r e  f o r e i g n  t o  t h e  b o d y  ( B e n j a m i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  T h i s  i m m u n e  r e s p o n s e  i n v o l v e s  a  
c o m p l e x  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  b o t h  c e l l - m e d i a t e d  a n d  h u m o r a l  i m m u n i t y  i n  a s s o c i a t i o n  
w i t h  c o m p o n e n t s  o f  i n n a t e  i m m u n i t y .  
1 . 2 . 1  I n n a t e  i m m u n i t y  
I n n a t e  o r  ' n o n - s p e c i f i c '  i m m u n i t y  i s  p r e s e n t  f r o m  b i r t h  a n d  r e f e r s  t o  t h e  b o d y ' s  
n a t u r a l  a b i l i t y  t o  p r o t e c t  i t s e l f  f r o m  i n v a s i o n  o f  f o r e i g n  b o d i e s .  I t  a l l o w s  p r i m a r y  
d e f e n c e  t h r o u g h  p h y s i o l o g i c a l  a n d  c h e m i c a l  b a r r i e r s ,  w h i l e  v a r i o u s  s p e c i a l i s e d  c e l l s  
f a c i l i t a t e  s e c o n d a r y  r e s p o n s e s .  T h e  s k i n  a c t s  a s  t h e  m a j o r  p h y s i c a l  b a r r i e r  a n d  w h e n  
i n t a c t ,  i s  i m p e r m e a b l e  t o  m o s t  i n f e c t i o u s  a g e n t s .  M i c r o b i a l  o r  o t h e r  f o r e i g n  p a r t i c l e s  
a r e  a l s o  t r a p p e d  w i t h i n  t h e  m u c o u s  m e m b r a n e s  p r e s e n t  o n  r e s p i r a t o r y  a n d  
g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t s ,  w h i c h  c a n  b e  s u b s e q u e n t l y  t r a n s p o r t e d  t o  e x t e r n a l  o p e n i n g s  b y  
e p i t h e l i a l  c e l l s  o r  r e m o v e d  f r o m  t h e  b o d y  b y  c i l i a r y  m o v e m e n t  ( i . e .  c o u g h i n g  a n d  
s n e e z i n g ) .  T h e  a c i d i c  p H  o f  s w e a t  a n d  s e b a c e o u s  s e c r e t i o n s  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  
l y s o z y m e s  i n  t e a r s ,  n a s a l  s e c r e t i o n s  a n d  s a l i v a  a l s o  c o n f e r  a n  a n t i m i c r o b i a l  e f f e c t .  If 
a n  i n v a d i n g  m i c r o o r g a n i s m  p e n e t r a t e s  t h e s e  p h y s i o l o g i c a l  a n d  c h e m i c a l  b a r r i e r s ,  
v a r i o u s  i n t e r n a l  c o m p o n e n t s  a c t  a s  t h e  n e x t  l i n e  o f  d e f e n c e .  I n t e r f e r o n s  a n d  a  v a r i e t y  
o f  s e r u m  p r o t e i n s  ( b e t a - l y s i n ,  l y s o z y m e s ,  p o l y a m i n e s ,  k i n i n s ) ,  p h a g o c y t o t i c  c e l l s  
( g r a n u l o c y t e s ,  m a c r o p h a g e s  a n d  m i c r o g l i a l  c e l l s )  f a c i l i t a t e  t h e  d e s t r u c t i o n  a n d  
e l i m i n a t i o n  o f  f o r e i g n  m a t e r i a l  f r o m  t h e  b o d y .  
1.2.2 A c q u i r e d  i m m u n i t y  
I n  c o n t r a s t  t o  i n n a t e  i m m u n i t y ,  a c q u i r e d  i m m u n i t y  i s  m o r e  s p e c i a l i s e d  a n d  s p e c i f i c  
a n d  a s  t h e  n a m e  s u g g e s t s ,  i s  a c q u i r e d  f o l l o w i n g  c o n t a c t  w i t h  a  f o r e i g n  i n v a d e r .  
F o l l o w i n g  c o n t a c t  w i t h  t h i s  f o r e i g n  a g e n t  ( a n t i g e n ) ,  a  c h a i n  o f  e v e n t s  i s  t r i g g e r e d  
w h i c h  s u b s e q u e n t l y  l e a d  t o  t h e  a c t i v a t i o n  o f  c e l l s  ( l y m p h o c y t e s )  a n d  p r o t e i n  
s y n t h e s i s .  T h i s  t y p e  o f  r e s p o n s e  c a n  b e  s u b - d i v i d e d  i n t o  t w o  d i s c r i m i n a t e  t y p e s ,  
h u m o r a l  a n d  c e l l - m e d i a t e d  r e s p o n s e ,  a n d  i n v o l v e s  t h r e e  m a j o r  c e l l  t y p e s ,  B  a n d  T -  
l y m p h o c y t e s  a n d  a n t i g e n - p r e s e n t i n g  c e l l s  ( A P C s ) .  T h e  f u n c t i o n  o f  A P C s  
( m a c r o p h a g e s  a n d  d e n d r i t i c  c e l l s )  i s  t o  p r o c e s s  a n d  p r e s e n t  t h e  a n t i g e n ,  i n  a s s o c i a t i o n  
w i t h  m a j o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  c o m p l e x  W H C )  c l a s s  I  o r  11 m o l e c u l e s ,  t o  s p e c i f i c  
r e c e p t o r s  o n  T  l y m p h o c y t e s .  T h e s e  T  l y m p h o c y t e s ,  w h i c h  m a t u r e  i n  t h e  t h y m u s ,  a r e  
i n v o l v e d  i n  c e l l - m e d i a t e d  r e s p o n s e  a n d  t h e r e  a r e  s e v e r a l  s u b p o p u l a t i o n s ,  i n c l u d i n g  
C D 4 '  h e l p e r  ( T H ~  a n d  T H ~ ) ,  C D S f  c y t o t o x i c  ( T c )  a n d  n a t u r a l  k i l l e r  T  c e l l s  ( T N K ) .  T h e  
a c t i v a t i o n  o f  T  c e l l s  r e q u i r e s  b o t h  t h e  b i n d i n g  o f  T  c e l l  r e c e p t o r s  ( T C R s )  t o  a n t i g e n  
a n d  t h e  l i g a t i o n  o f  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  o n  T  c e l l s  a n d  A P C s .  A n t i g e n  p r e s e n t e d  
o n  M H C  c l a s s  I  p a r t i c i p a t e s  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  c y t o t o x i c  T  c e l l s  ( T c ) ,  w h i l e  a n t i g e n  
e x p r e s s e d  o n  M H C  c l a s s  11 r e s u l t s  i n  a c t i v a t i o n  o f  h e l p e r  T  c e l l s  ( T H ) .  T h e  r e s u l t i n g  
a c t i v a t e d  c e l l s  s y n t h e s i s e  a n d  r e l e a s e  c y t o k i n e s ,  w h i c h  i n  t u r n  c o m e  i n  c o n t a c t  w i t h  
t h e  a p p r o p r i a t e  r e c e p t o r s  o n  d i f f e r e n t  c e l l s  l e a d i n g  t o  a  c a s c a d e  o f  e v e n t s .  
T h e  h u m o r a l  i m m u n e  r e s p o n s e  i s  m e d i a t e d  b y  B u r s a - d e r i v e d  l y m p h o c y t e s  ( B  c e l l s ) ,  
w h i c h  o r i g i n a t e  i n  t h e  b o n e  m a r r o w .  A p p r o x i m a t e l y  l o 5  B  c e l l  r e c e p t o r s  ( i . e .  
i m m u n o g l o b u l i n s  ( I g ) )  o f  t h e  s a m e  s p e c i f i c i t y  a r e  e x p r e s s e d  o n  e a c h  B  c e l l  w i t h  e a c h  
c e l l  s p e c i f i c  t o  a  p a r t i c u l a r  a n t i g e n  o r  e p i t o p e  ( B e n j a r n i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  T h i s  v a s t  
r e p e r t o i r e  o f  a n t i g e n i c  s p e c i f i c i t i e s  a l l o w s  t h e  i m m u n e  s y s t e m  t o  r e s p o n d  t o  m a n y  
d i f f e r e n t  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s .  S p e c i f i c  a n t i b o d i e s  a r e  s e c r e t e d  i n t o  t h e  c i r c u l a t i o n  
f o l l o w i n g  b i n d i n g  o f  B C R s  w i t h  t h e i r  r e s p e c t i v e  a n t i g e n  a n d  s u b s e q u e n t  B  c e l l  
a c t i v a t i o n .  T h y m u s - i n d e p e n d e n t  ( T I )  a n t i g e n s  ( i . e  l a r g e  p r o t e i n s  o r  a n t i g e n s  t h a t  
c o n t a i n  m u l t i p l e  r e p e a t i n g  e p i t o p e s )  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  c r o s s l i n k  B C R s  a n d  d i r e c t l y  
a c t i v a t e  B  c e l l s  i n d e p e n d e n t  o f  T  c e l l  a c t i v a t i o n .  T h i s  t y p e  o f  r e s p o n s e  r e s u l t s  i n  t h e  
s y n t h e s i s  o f  p r e d o m i n a n t l y  l o w  a f f i n i t y  I g M  a n t i b o d i e s ,  w h i c h  d o  n o t  g i v e  r i s e  t o  
m e m o r y  c e l l s  ( R o i t t ,  1 9 9 4 ) .  H o w e v e r ,  t h y m u s - d e p e n d e n t  ( T D )  a n t i g e n s  ( i . e .  a n t i g e n s  
t h a t  c o n t a i n  s m a l l  d i s c r e t e  s i n g l e  e p i t o p e s )  c a n n o t  c r o s s l i n k  B C R s  b y  t h e m s e l v e s  a n d  
t h u s ,  r e q u i r e  t h e  c o - o p e r a t i o n  o f  b o t h  B  a n d  T  c e l l s  t o  e l i c i t  a n  i m m u n e  r e s p o n s e .  T h i s  
i s  r e f e r r e d  t o  a s  T - c e l l  m e d i a t e d  h u m o r a l  r e s p o n s e ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 1 .  T  c e l l s  
a r e  a c t i v a t e d  b y  A P C s  ( e . g .  d e n d r i t i c  c e l l s  a n d  m a c r o p h a g e s )  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  
M H C  c l a s s  11 c o m p l e x e s .  B  c e l l s  c a n  a l s o  p r o c e s s  a n d  p r e s e n t  a n t i g e n s  t o  h e l p e r  T  
c e l l s  ( T H ) ,  f o l l o w i n g  b i n d i n g  o f  t h e i r  B C R s  ( i . e .  I g )  t o  t h e i r  s p e c i f i c  a n t i g e n .  T h i s  I g -  
a n t i g e n  c o m p l e x  i s  t a k e n  u p  b y  t h e  B  c e l l  b y  p h a g o c y t o s i s ,  p r o c e s s e d  a n d  p r e s e n t e d  
o n  i t s  e x t r a c e l l u l a r  s u r f a c e  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  M H C  c l a s s  11 m o l e c u l e s .  T h i s  M H C  
I I l a n t i g e n  c o m p l e x  t h e n  i n t e r a c t s  w i t h  C D ~ '  T  c e l l s  ( T H )  b e a r i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  T C R  
r e s u l t i n g  i n  B  c e l l  a c t i v a t i o n .  O t h e r  p a i r e d  i n t e r a c t i o n s  a t  t h e  s u r f a c e  o f  B  a n d  T  c e l l s ,  
i n c l u d i n g  L F A -  l / I C A M -  1 ,  C 5 - 5 l C D 7 2  a n d  C D 2 1 C D S 8  s t r e n g t h e n  T - B  c e l l  
i n t e r a c t i o n  a n d  e n h a n c e  a c t i v a t i o n  ( B e n j a m i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  S u b s e q u e n t  t o  a n t i g e n  
b i n d i n g  T  c e l l s  s e c r e t e  c y t o k i n e s ,  w h i c h  i n  t u r n  a c t i v a t e  B  c e l l s  t o  s y n t h e s i s e  a n d  
d i f f e r e n t i a t e  i n t o  e i t h e r  a n t i b o d y - s e c r e t i n g  p l a s m a  c e l l s  o r  m e m o r y  B  c e l l s .  I n  c o n t r a s t  
t o  p l a s m a  B  c e l l s ,  m e m o r y  B  c e l l s  a r e  l o n g - l i v e d  a n d  c a n  t h u s ,  r e s p o n d  q u i c k l y  u p o n  
r e - e x p o s u r e  t o  a n  a n t i g e n .  T h e  n a t u r e  o f  t h e s e  c y t o k i n e s  s e c r e t e d  a l s o  d e t e r m i n e s  
w h i c h  I g  i s o t y p e  t h e  B  c e l l  s y n t h e s i s e s ,  r e f e r r e d  t o  a s  i s o t y p e - s w i t c h i n g  ( e . g .  
c y t o k i n e s  r e l e a s e d  b y  T H ~  c e l l s  r e s u l t  i n  B  c e l l  c l a s s  s w i t c h  t o  I g E  s y n t h e s i s ) .  
1 . 3  A n t i b o d y  s t r u c t u r e  
A n t i b o d i e s  a r e  s o l u b l e  s e r u m  g l y c o p r o t e i n s  e x p r e s s e d  i n  b o t h  s e c r e t e d  a n d  
m e m b r a n e - b o u n d  f o r m s  i n  r e s p o n s e  t o  a n  i n v a d i n g  f o r e i g n  a n t i g e n .  T h e  m o l e c u l e s  a r e  
a l s o  r e f e r r e d  t o  a s  i m m u n o g l o b u l i n s  ( I g )  b e c a u s e  o f  t h e i r  g l o b u l a r  s t r u c t u r e .  A l l  
i m m u n o g l o b u l i n s  c o n s i s t  o f  a  b a s i c  f o u r - p o l y p e p t i d e  c h a i n  s t r u c t u r e  o f  t w o  i d e n t i c a l  
h e a v y  c h a i n s  ( e a c h  a p p r o x .  4 4 0  a m i n o  a c i d s  l o n g )  a n d  t w o  i d e n t i c a l  l i g h t  c h a i n s  ( e a c h  
a p p r o x .  2 2 0  a m i n o  a c i d s  l o n g ) ,  w h i c h  a r e  h e l d  t o g e t h e r  b y  d i s u l p h i d e  b o n d s .  T h e  
h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n s  a l s o  c o n t a i n  i n t r a c h a i n  d i s u l p h i d e  b o n d s ,  w h i c h  s t a b i l i s e  t h e i r  
f o l d i n g  i n t o  1 1 0 - a m i n o  a c i d  d o m a i n s .  S e q u e n c e  a n a l y s i s  h a s  r e v e a l e d  t h a t  a n t i b o d i e s  
h a v e  o n e  o f  t w o  t y p e s  o f  l i g h t  c h a i n ,  k a p p a  ( K )  o r  l a m b d a  ( A ) ,  a n d  t h e i r  r a t i o  v a r i e s  
w i t h  s p e c i e s  ( m o u s e  9 5 %  K ,  h u m a n s  6 0 %  K )  ( B e n j a m i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  D i f f e r e n t  
c l a s s e s  o f  h e a v y  c h a i n s  a l s o  e x i s t  a n d  i t  i s  t h i s  v a r i a t i o n  i n  h e a v y  c h a i n  t h a t  c o n f e r s  o n  
t h e  m o l e c u l e  i t s  u n i q u e  b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s .  T h e  f i v e  m a j o r  t y p e s  o f  h e a v y  c h a i n  a r e  
m u  ( p ) ,  d e l t a  ( t i ) ,  a l p h a  ( a ) ,  e p s i l o n  ( E )  a n d  g a m m a  ( y ) ,  w h i c h  g i v e  r i s e  t o  t h e  f i v e  
d i f f e r e n t  c l a s s e s  ( i s o t y p e s )  o f  i m m u n o g l o b u i n s ,  I g M ,  I g D ,  I g A ,  I g E  a n d  I g G ,  
r e s p e c t i v e l y  ( R o i t t ,  1 9 8 0 ) .  
' * , /  & c e l l  r e c e p t o r  ( I g G )  
I  -  n  
A n t i g e n - M H C  c l a s s  I I  c o m p l e x  
c l a s s  I I  m m p l e x  
F i g u r e  1 . 1 .  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i o n  o f  T -  c e l l  d e p e n d e n t  h u m o r a l  i m m u n i t y .  A n t i g e n  i s  t a k e n  
u p  b y  M C s  ( e . g .  d e n d r i t i c  c e l l s  a n d  m a c r o p h a g e s )  b y  p h u g o c y t o s i s ,  p r o c e s s e d  a n d  p r e s e n t e d  
o n  t h e  c e l l  s u g a c e  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  M H C  c l a s s  l I  c o m p l e x .  B  c e l l s  c a n  a l s o  a c t  a s  A P C s  t o  
h e l p e r  T  c e l l s  ( T H ) ,  f o l l o w i n g  b i n d i n g  o f  t h e i r  B C R s  ( i . e .  I g )  t o  t h e i r  s p e c i j i c  a n t i g e n .  T h i s  
M H C  I l l a n t i g e n  c o m p l e x  t h e n  i n t e r a c t s  w i t h  C D 4 '  T  c e l l s  ( T H )  b e a r i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  T C R  
r e s u l t i n g  i n  B  c e l l  a c t i v a t i o n .  S u b s e q u e n t  t o  a n t i g e n  b i n d i n g  T  c e l l s  s e c r e t e  c y t o k i n e s ,  w h i c h  
i n  t u r n  a c t i v a t e  B  c e l l s  t o  s y n t h e s i s e  a n d  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  e i t h e r  a n t i b o d y - s e c r e t i n g  p l a s m a  
c e l l s  o r  m e m o r y  B  c e l l s .  I n  c o n t r a s t  t o  p l a s m a  B  c e l l s ,  m e m o r y  B  c e l l s  a r e  l o n g - l i v e d  a n d  c a n  
t h u s ,  r e s p o n d  q u i c k l y  u p o n  r e - e x p o s u r e  t o  a n  a n t i g e n .  
T h e  I g M ,  i s  t h e  f i r s t  i m m u n o g l o b u l i n  s y n t h e s i s e d  f o l l o w i n g  i m m u n i s a t i o n  o r  
e x p o s u r e  t o  T - i n d e p e n d e n t  a n t i g e n s  a n d ,  t h u s ,  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  I g M  a r e  g e n e r a l l y  a n  
i n d i c a t i o n  o f  e i t h e r  r e c e n t  i n f e c t i o n  o r  r e c e n t  e x p o s u r e  t o  a n t i g e n .  A l t h o u g h  t h e y  a r e  
a s s o c i a t e d  w i t h  p r i m a r y  r e s p o n s e ,  s e c o n d a r y  r e s p o n s e  s h i f t s  f r o m  I g M  t o  s y n t h e s i s  o f  
I g G  a n d  o t h e r  i s o t y p e s .  T h e  m o l e c u l e ,  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  9 O O k D a  a n d  a  h a l f -  
l i f e  o f  f i v e  d a y s ,  i s  a  p e n t a m e r i c  m o l e c u l e  c o m p o s e d  o f  f i v e  s u b u n i t s .  E a c h  o f  t h e  
s u b u n i t s ,  c o n t a i n i n g  t w o  h e a v y  a n d  t w o  l i g h t  c h a i n s ,  a r e  j o i n e d  t o g e t h e r  b y  d i s u l p h i d e  
b o n d s  b e t w e e n  t h e i r  F c  p o r t i o n s  a n d  a  p o l y p e p t i d e  c h a i n ,  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  J  c h a i n  
( D a v e y ,  1 9 9 2 ) .  I g M  m o l e c u l e s  h a v e  t e n  a n t i g e n - b i n d i n g  s i t e s ,  a s  o p p o s e d  t o  t h e  o t h e r  
i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s e s ,  w h i c h  h a v e  t w o  ( w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  d i m e r i c  I g A ,  w h i c h  
h a s  f o u r ) .  H o w e v e r ,  t h e  m o l e c u l e  h a s  a  v a l e n c y  o f  o n l y  f i v e  a s  a  r e s u l t  o f  
c o n f o r m a t i o n a l  c o n s t r a i n t s  i m p o s e d  b y  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  o f  t h e  s u b u n i t s .  I g D  
( 1 8 0 k D a ) ,  a  m o n o m e r ,  i s  n o t  s e c r e t e d  b y  p l a s m a  c e l l s  a n d  i s  t h e r e f o r e  p r e s e n t  a t  l o w  
c o n c e n t r a t i o n s  ( < O A m g / m l )  i n  s e r u m  ( R o i t t  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  I t  i s  t h e  m o s t  s u s c e p t i b l e  o f  
t h e  i m m u n o g l o b u l i n  t o  p r o t e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  w i t h  a  h a l f - l i f e  o f  a p p r o x .  2 . 8  d a y s  
( B e n j a r n i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  I g D  m o l e c u l e s  a r e  c o - e x p r e s s e d  w i t h  I g M  o n  s u r f a c e  o f  
m a t u r e  B  c e l l s  w h e r e  t h e y  f u n c t i o n  a s  a n t i g e n - s p e c i f i c  B  c e l l  r e c e p t o r  f o r  t h e  c o n t r o l  
o f  l y m p h o c y t e  a c t i v a t i o n  a n d  s u p p r e s s i o n .  T h e  I g A  m o l e c u l e  i s  t h e  m a j o r  
i m m u n o g l o b u l i n  f o u n d  i n  e x t e r n a l  s e c r e t i o n s  ( e . g .  s a l i v a ,  m u c u s ,  s w e a t ,  g a s t r i c  f l u i d  
a n d  t e a r s )  a n d  i t s  p u r p o s e  i s  t o  d e f e n d  e x p o s e d  e x t e r n a l  b o d y  s u r f a c e s  a g a i n s t  a t t a c k  
b y  m i c r o o r g a n i s m s  ( R o i t t  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  I t  i s  a l s o  t h e  m a j o r  c l a s s  o f  i m m u n o g l o b u l i n  
f o u n d  i n  c o l o s t r u m  a n d  m i l k  a n d  i t  i s  t h o u g h t  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  i n t e s t i n a l  
p r o t e c t i o n  a g a i n s t  p a t h o g e n s  i n  n e o n a t e s  ( B e n j a m i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  T h e  m o l e c u l e  h a s  a  
h a l f - l i f e  o f  5 . 5  d a y s  a n d  i s  p r e s e n t  i n  b o t h  m o n o m e r i c  ( 1 6 O k D a )  a n d  d i m e r i c  f o n n s  
( B e n j a m i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  T h e  I g E  ( 2 0 0 k D a )  h a s  t h e  s h o r t e s t  h a l f - l i f e  ( a p p r o x .  t w o  
d a y s )  o f  a l l  i m m u n o g l o b u l i n s  a n d  i s  p r e s e n t  a t  t h e  l o w e s t  c o n c e n t r a t i o n s  ( 0 . 0 0 2 %  o f  
t o t a l  i m m u n o g l o b u l i n )  ( R o i t t  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  I t  b i n d s  w i t h  v e r y  h i g h  a f f i n i t y  t o  r e c e p t o r s  
f o u n d  o n  m a s t  c e l l s  a n d  b a s o p h i l s  a n d  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  i m m e d i a t e  
h y p e r s e n s i t i v i t y  r e a c t i o n s  ( a l l e r g i c  r e a c t i o n s ) .  
T h e  I g G  m o l e c u l e  i s  t h e  m o s t  a b u n d a n t  c l a s s  o f  i m m u n o g l o b u l i n  i n  t h e  s e r u m  o f  
m a m m a l s  a n d  i t  i s  t h e  m a j o r  I g  s y n t h e s i s e d  a f t e r  t h e  s e c o n d a r y  i m m u n e  r e s p o n s e .  I t  
a c c o u n t s  f o r  8 0 %  o f  t h e  t o t a l  i m m u n o g l o b u l i n s  ( M a l e  e t  a l . ,  1 9 9 6 )  a n d  1 5 %  o f  t o t a l  
p r o t e i n  f o u n d  i n  h u m a n s  ( B e n j a r n i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  I t  i s  a l s o  t h e  m o s t  v e r s a t i l e  o f  t h e  
i m m u n o g l o b u l i n s  a n d  i s  c a p a b l e  o f  e x e c u t i n g  n u m e r o u s  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n s ,  
i n c l u d i n g  n e u t r a l i s a t i o n  o f  t o x i n s  a n d  v i r a l  a c t i v i t y ,  i r n m o b i l i s a t i o n  o f  m i c r o o r g a n i s m s  
a n d  a c t i v a t i o n  o f  c o m p l e m e n t .  I t  i s  a l s o  t h e  o n l y  c l a s s  o f  I g  t h a t  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  c r o s s  
t h e  p l a c e n t a  a n d ,  t h u s ,  e n a b l e s  a  m o t h e r  t o  c o n f e r  h e r  i m m u n i t y  t o  t h e  f o e t u s .  T h e  
m o l e c u l e ,  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  1 5 O k D a  a n d  a  h a l f - l i f e  o f  a p p r o x i m a t e l y  
t w e n t y - t h r e e  d a y s  ( R o i t t  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) ,  i s  f o u n d  i n  b o t h  i n t r a v a s c u l a r  a n d  e x t r a v a s c u l a r  
s p a c e s .  T h e r e  a r e  f i v e  s u b c l a s s e s  o f  I g G .  T h e y  d i f f e r  i n  t h e  a r r a n g e m e n t  o f  t h e i r  
d i s u I p h i d e  b o n d s  a n d  a l s o  i n  a d d i t i o n a l  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s .  T h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  
h e a v y  c h a i n s  ( y l ,  y 2 ,  y 3 ,  y 4 )  g i v e  r i s e  t o  t h e  I g G 1 ,  I g G 2 ,  I g G 3  a n d  I g G 4  s u b c l a s s e s .  
A l t h o u g h  a n t i b o d i e s  c a n  v a r y  i n  s t r u c t u r e ,  t h e y  a r e  g e n e r a l l y  t y p i f i e d  b y  t h e  
i m m u n o g l o b u l i n  G  ( I g G )  m o l e c u l e .  T h e  I g G  m o l e c u l e  c o n s i s t s  o f  t w o  F a b  ( a n t i g e n  
b i n d i n g  f r a g m e n t )  f r a g m e n t s  a n d  t h e  F c  ( c r y s t a l l i s a b l e  f r a g m e n t ) .  T h i s  F c  p o r t i o n  i s  
l i n k e d  t o  t h e  t w o  F a b  d o m a i n s  b y  a  s h o r t  s e g m e n t  o f  a m i n o  a c i d s  b e t w e e n  t h e  C H I  
a n d  C H 2  d o m a i n s  o f  t h e  h e a v y  c h a i n s  c a l l e d  t h e  h i n g e  r e g i o n .  T h i s  r e g i o n  p e n n i t s  
f l e x i b i l i t y  o f  t h e  t w o  F a b  a r m s  o f  t h e  Y - s h a p e d  m o l e c u l e ,  f a c i l i t a t i n g  t h e m  t o  m o v e  t o  
a c c o m m o d a t e  b i n d i n g  t o  t w o  e p i t o p e s .  T h e  h i n g e  r e g i o n  c o m p r i s e s  o f  c y s t e i n e  
r e s i d u e s ,  w h i c h  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  i n t e r c h a i n  d i s u l p h i d e  b o n d s  a n d  
p r o l i n e  r e s i d u e s ,  w h i c h  p r e v e n t  t h e  r e g i o n  f r o m  f o l d i n g  i n t o  a  g l o b u l a r  s t r u c t u r e  
( B e n j a m i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  T h e  n u m b e r  o f  d i s u l p h i d e  b o n d s  v a r i e s  w i t h i n  t h e  I g G  
s u b c l a s s e s ,  f r o m  t w o  i n  h u m a n  I g G l  ( i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 2 )  t o  e l e v e n  i n  I g G 3  
( B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  I n t r a c h a i n  d i s u l p h i d e  b o n d s  a r e  a l s o  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  c h a i n s  
a n d  f a c i l i t a t e  s t a b i l i s a t i o n  o f  d o m a i n  f o l d i n g .  
T h e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n s  o f  t h e  a n t i b o d y  c a n  b e  f u r t h e r  d i v i d e d  i n t o  c o n s t a n t  ( C )  
a n d  v a r i a b l e  ( V )  r e g i o n s  b a s e d  o n  t h e i r  a m i n o  a c i d  v a r i a b i l i t y .  W h i l e  s p e c i f i c i t y  i s  
d e r i v e d  f r o m  v a r i a b l e  r e g i o n s ,  t h e  c o n s t a n t  r e g i o n s  a r e  i n v o l v e d  i n  e f f e c t o r  f u n c t i o n s  
o f  t h e  i m m u n o g l o b u l i n s  ( e . g .  b i n d i n g  t o  p h a g o c y t e s ,  a c t i v a t i o n  o f  c o m p l e m e n t ) .  I t  i s  
b o t h  t h i s  s p e c i f i c i t y  a n d  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  t h a t  m a k e s  t h e i r  r o l e  c r u c i a l  f o r  t h e  
i m m u n e  s y s t e m .  T h e  v a r i a b l e  r e g i o n s ,  w h i c h  a r e  l o c a t e d  a t  t h e  N - t e r m i n a l  p o r t i o n s  o f  
b o t h  t h e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n s ,  f o r m  t h e  a n t i g e n - b i n d i n g  f r a g m e n t  ( F a b ) .  
C o m p a r i s o n  o f  t h e s e  v a r i a b l e  ( V L  a n d  V H )  g e n e  s e q u e n c e s  s h o w e d  t h e  g r e a t e s t  
a m o u n t  o f  v a r i a b i l i t y  i n  r e g i o n s  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  h y p e r v a r i a b l e  r e g i o n s  ( K a b a t  a n d  
W u ,  1 9 7 1 ) .  T h e s e  r e g i o n s ,  w h i c h  p a r t i c i p a t e  i n  a n t i g e n  b i n d i n g ,  a r e  a l s o  r e f e r r e d  t o  a s  
c o m p l e m e n t a r i t y - d e t e r m i n i n g  r e g i o n s  ( C D R s ) ,  a s  t h e y  f o r m  r e g i o n s  c o m p l e m e n t a r y  
i n  s t r u c t u r e  t o  a n t i g e n  e p i t o p e s .  I t  i s  t h e  v a r i a t i o n  i n  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  t h e  
C D R s  t h a t  a l l o w s  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a  r e p e r t o i r e  o f  a n t i b o d i e s  t h a t  e x h i b i t  g r e a t  
d i v e r s i t y ,  e a c h  s p e c i f i c  t o  a  p a r t i c u l a r  a n t i g e n .  T h e  C D R H 3 ,  w h i c h  d i s p l a y s  t h e  
g r e a t e s t  v a r i a t i o n  i n  t e r m s  o f  l e n g t h  a n d  s e q u e n c e ,  i s  c o n s i d e r e d  ( i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  
t h e  C D R L 3 )  t o  m a k e  t h e  m o s t  s i g n i f i c a n t  c o n t r i b u t i o n s  t o  a f f i n i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  
( B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  T h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  v a r i a b l e  h e a v y  a n d  l i g h t  d o m a i n s ,  r e f e r r e d  
t o  a s  f r a m e w o r k  r e g i o n s  ( F R s ) ,  e x h i b i t  f a r  l e s s  v a r i a t i o n ,  a n d  f o l d  i n t o  r e l a t i v e l y  r i g i d  
b e t a  s t r a n d s  t h a t  m a i n t a i n  t h e  o v e r a l l  I g  s t r u c t u r e .  
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F i g u r e  1 . 2 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  b a s i c  s t r u c t u r e  o f  a n  i m m u n o g l o b u l i n  G  ( I g G , )  
m o l e c u l e .  T h e  m o l e c u l e ,  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a p p r o x .  1 5 0 k D a ,  c o n s i s t s  o f  t w o  i d e n t i c a l  
y h e a v y  c h a i n s  ( 5 0 k D a  e a c h )  a n d  t w o  i d e n t i c a l  ( K  o r  A )  l i g h t  c h a i n s  ( 2 5 k D a  e a c h )  h e l d  
t o g e t h e r  b y  d i s u l p h i d e  b o n d s .  T h e  a n t i b o d y  c h a i n s  c a n  b e  f u r t h e r  d i v i d e d  i n t o  c o n s t a n t  ( C )  
a n d  v a r i a b l e  ( V )  r e g i o n s  b a s e d  o n  t h e i r  a m i n o  a c i d  v a r i a b i l i t y .  T h e  v a r i a b l e  r e g i o n s ,  w h i c h  
a r e  l o c a t e d  a t  t h e  N - t e r m i n a l  p o r t i o n s  o f  b o t h  t h e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n s ,  f o r m  t h e  a n t i g e n -  
b i n d i n g  f r a g m e n t  ( F a b ) .  T h e  c r y s t a l l i s a b l e  f r a g m e n t  ( F c )  o f  t h e  m o l e c u l e ,  w h i c h  c o n t a i n s  t h e  
CH2 a n d  C H j  d o r n u i r r s ,  y l u y s  u  n u r n b e r  o f  i t n p o r t i r r l t  p l ~ y s i o l o g i c a l  r o l e s  i n  i m m u n o l o g i c a l  
r e s p o n s e s .  T h e  t w o  c a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  d o m a i n s ,  l o c a t e d  o n  t h e  C H 2  d o m a i n ,  a l s o  p r o t e c t  
a g a i n s t  p r o t e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  a n d  a f f e c t  p r o t e i n  a s s e m b l y ,  s e c r e t i o n  a n d f u n c t i o n a l  a c t i v i t y .  
1 . 4  A n t i b o d y  s y n t h e s i s  a n d  d i v e r s i t y  
I n  h u m a n s ,  t h e r e  i s  a n  e s t i m a t e d  1 0 "  a n t i b o d i e s  w i t h  d i f f e r e n t  a n t i g e n i c  s p e c i f i c i t i e s  
( J a n e w a y  a n d  T r a v e r s ,  1 9 9 9 ) .  T h i s  d i v e r s i t y  i s  a c h i e v e d  w i t h o u t  u t i l i s i n g  a n  e n o r m o u s  
n u m b e r  o f  g e r m  l i n e  g e n e s  a n d  i n s t e a d  i s  a t t a i n e d  b y  a  n u m b e r  o f  m e c h a n i s m s ,  w h i c h  
a l l o w  f o r  a  s m a l l  n u m b e r  o f  g e n e s  t o  g e n e r a t e  a  v a s t  n u m b e r  o f  a n t i b o d y  ( o r  I g )  
m o l e c u l e s  w i t h  d i f f e r e n t  a n t i g e n i c  s p e c i f i c i t i e s .  T h i s  m e t h o d ,  r e f e r r e d  t o  a s  g e n e t i c  
r e c o m b i n a t i o n ,  w a s  f i r s t  d e s c r i b e d  b y  D r y e r  a n d  B e n n e t t  ( 1 9 6 5 )  a n d  i n v o l v e s  t h e  
m o v e m e n t  a n d  r e a r r a n g e m e n t  o f  a n t i b o d y  g e n e s  w i t h i n  t h e  g e n o m e  o f  a  
d i f f e r e n t i a t i n g  B  c e l l s .  
T h e  l i g h t  c h a i n  ( K  o r  h )  o f  a n  a n t i b o d y  c o n s i s t s  o f  t w o  m a j o r  d o m a i n s ,  V L  a n d  C L .  T h e  
a m i n o - t e r m i n a l  V L  r e g i o n  ( a p p r o x .  1 0 8  r e s i d u e s )  i s  c o d e d  b y  t w o  s e p a r a t e  g e n e  
s e g m e n t s ,  a  v a r i a b l e  ( V )  s e g m e n t  t h a t  c o d e s  f o r  9 5  r e s i d u e s  a n d  a  s m a l l  j o i n i n g  ( J )  
s e g m e n t ,  w h i c h  c o d e s  f o r  1 3  r e s i d u e s  ( B e n j a m i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  D u r i n g  D N A  
r e a r r a n g e m e n t ,  o n e  o f  t h e s e  V  g e n e s  i s  c o m b i n e d  w i t h  o n e  J  g e n e  t o  p r o d u c e  a  g e n e  
u n i t ,  w h i c h  t o g e t h e r  w i t h  t h e  C  r e g i o n  c o d e s  f o r  t h e  e n t i r e  I g  l i g h t  c h a i n .  T h i s  u n i q u e  
g e n e  r e a r r a n g e m e n t  i s  r e f e r r e d  t o  a s  V ( D ) J  r e c o m b i n a t i o n .  T h e  g e n e s  c o d i n g  f o r  t h e  K  
c h a i n s ,  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  K  l o c u s ,  a r e  l o c a t e d  o n  c h r o m o s o m e  t w o  a n d  t h e r e  a r e  
a p p r o x i m a t e l y  4 0  d i f f e r e n t  K  v a r i a b l e  g e n e s ,  e a c h  o f  w h i c h  c a n  c o d e  f o r  t h e  9 5  N -  
t e r m i n a l  a m i n o  a c i d s  o f  t h e  K  v a r i a b l e  r e g i o n .  T h e s e  V K  g e n e s  a r e  a r r a n g e d  l i n e a r l y ,  
e a c h  w i t h  i t s  o w n  l e a d e r  s e q u e n c e  a n d  a r e  s e p a r a t e d  b y  i n t r o n s .  D o w n s t r e a m  o f  t h i s  
r e g i o n  t h e r e  a r e  a  s e r i e s  o f  5  J K  g e n e  s e g m e n t s ,  e a c h  e n c o d i n g  t h e  r e m a i n i n g  1 3  a m i n o  
a c i d s  o f  t h e  K  v a r i a b l e  r e g i o n .  A t  t h e  c a r b o x y - t e r m i n a l  i s  a  s i n g l e  g e n e  s e g m e n t  
c o d i n g  f o r  a  s i n g l e  c o n s t a n t  r e g i o n  o f  t h e  K  c h a i n  ( C K ) .  I n  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  B  c e l l  
l i n e a g e ,  a  c e l l  s e l e c t s  o n e  o f  V K  g e n e s  f r o m  i t s  D N A  a n d  c o m b i n e s  i t  t o  o n e  o f  t h e  J K  
s e g m e n t s  i n  a  r a n d o m  p r o c e s s .  F o l l o w i n g  t r a n s c r i p t i o n ,  t h e  p r i m a r y  R N A  t r a n s c r i p t  i s  
s p l i c e d  t o  r e m o v e  a l l  i n t e r v e n i n g  n o n - c o d i n g  s e q u e n c e s  t o  j o i n  t h e  V K ,  J K  a n d  C K  
e x o n s  t o g e t h e r .  T h e  r e s u l t i n g  m a t u r e  m R N A  i s  t h e n  t r a n s l a t e d  i n t o  t h e  K  p o l y p e p t i d e  
c h a i n  a n d  f o l l o w i n g  c l e a v a g e  o f  t h e  l e a d e r  s e q u e n c e ,  i s  f r e e  t o  j o i n  w i t h  a  h e a v y  ( H )  
c h a i n  t o  f o r m  a n  I g  m o l e c u l e  ( F i g u r e  1 . 3 ) .  T h e  s y n t h e s i s  o f  h  c h a i n s  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  
o f  t h e  K  c h a i n s  a n d  i n v o l v e s  t h e  r e a r r a n g e m e n t  o f  D N A ,  w h i c h  j o i n s  a  V L  g e n e  w i t h  a  
J L  g e n e  s e g m e n t .  T h e  g e n e s  c o d i n g  f o r  t h e  h  c h a i n s ,  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  h  l o c u s ,  a r e  
l o c a t e d  o n  c h r o m o s o m e  2 2  i n  h u m a n s  a n d  c o n s i s t s  o f  a p p r o x i m a t e l y  4 0  d i f f e r e n t  h  V  
g e n e s  a n d  4  J I  g e n e s  ( B e n j a m i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  T h e  J 1  g e n e s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  a  
d i f f e r e n t  C L  g e n e ,  h o w e v e r  t h e r e  a r e  f o u r  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  C L  p o l y p e p t i d e s  i n  
h u m a n s .  
I n  c o n t r a s t  t o  t h e  l i g h t  c h a i n ,  t h e  v a r i a b l e  r e g i o n  o f  a  h e a v y  c h a i n  i s  c o n s t r u c t e d  f r o m  
t h r e e  ( V H ,  D H ,  a n d  J H )  r a t h e r  t h a n  t w o  g e n e  s e g m e n t s .  T h e  D  ( d i v e r s i t y )  a n d  J  
s e g m e n t  c o d e  f o r  t h e  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  i n  t h e  t h i r d  c o m p l e m e n t a r y  d e t e r m i n i n g  
r e g i o n  ( C D R 3 )  o f  t h e  h e a v y  c h a i n .  T h e  h e a v y  c h a i n  l o c u s  i s  l o c a t e d  o n  c h r o m o s o m e  
1 4  i n  h u m a n s  a n d  c o n s i s t s  o f  a p p r o x i m a t e l y  5 0  V H ,  2 0  D H  a n d  6  J H  g e n e  s e g m e n t s  
( B e n j a m i n i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  I n  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  t h e  l i f e  o f  a  p a r t i c u l a r  B  c e l l ,  t w o  
r e a r r a n g e m e n t s  o f  t h e  g e r m  l i n e  D N A  m u s t  o c c u r ,  t h e  f i r s t  j o i n i n g  o n e  D  s e g m e n t  
w i t h  o n e  J  s e g m e n t  a n d  t h e  s e c o n d  b r i n g i n g  o n e  V  s e g m e n t  n e x t  t o  a  D J  u n i t .  T h e  
r e a r r a n g e d  D N A  i s  t h e n  t r a n s c r i b e d  w i t h  t h e  c l o s e s t  C  r e g i o n s  g e n e s  p  a n d  6 .  T h e  
p r i m a r y  R N A  t r a n s c r i p t  i s  t h e n  a l t e r n a t i v e l y  s p l i c e d  t o  f o r m  e i t h e r  a  p  o r  6  
p o l y p e p t i d e .  
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  r e a r r a n g e m e n t  o f  V ,  D  a n d  J  g e n e s  i n  d i f f e r e n t  c o m b i n a t i o n s ,  
d i v e r s i t y  i n  a n t i b o d y  s p e c i f i c i t y  i s  a l s o  a c h i e v e d  b y  r a n d o m  a s s o r t m e n t  o f  h e a v y  a n d  
l i g h t  c h a i n s ,  j u n c t i o n a l  a n d  i n s e r t i o n a l  d i v e r s i t y  a n d  s o m a t i c  h y p e r m u t a t i o n  f o l l o w i n g  
s t i m u l a t i o n  o f  B  c e l l s  b y  a n t i g e n .  F u r t h e r  D N A  r e a r r a n g e m e n t  o f  V D J  g e n e s  w i t h  
d i f f e r e n t  C  r e g i o n s  g e n e s  o c c u r s  d u r i n g  I g  c l a s s  ( o r  i s o t y p e )  s w i t c h i n g .  P r i m a r y  R N A  
t r a n s c r i p t s  a r e  m a d e  f r o m  r e a r r a n g e d  D N A  a n d  n o n - c o d i n g  r e g i o n s  a r e  s p l i c e d  o u t  
r e s u l t i n g  i n  t r a n s l a t i o n  o f  t h e  r e s u l t i n g  m R N A  i n t o  L  a n d  H  c h a i n s  o f  I g M  a n d  I g D .  
F o l l o w i n g  a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n  i n  m a t u r e  B  c e l l s  a n d  t h e  s y n t h e s i s  o f  c y t o k i n e s  b y  T  
c e l l s ,  a  B  c e l l  w i t h  a  V D J  u n i t  l i n k e d  t o  a  c o n s t a n t  g e n e  ( p  a n d  6 )  c a n  f u r t h e r  a r r a n g e  
i t s  D N A  t o  l i n k  t o  a n  S  ( s w i t c h )  r e g i o n  i n  f r o n t  o f  a n o t h e r  C  r e g i o n  ( C y ,  C a ,  o r  C E )  
a n d  t h e  i n t e r v e n i n g  C  r e g i o n  i s  r e m o v e d  ( L i  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h i s  i s  r e f e r r e d  t o  a s  
i s o t y p e - s w i t c h i n g  a n d  t h e  r e s u l t i n g  B  c e l l  t h a t  w a s  s y n t h e s i s i n g  e i t h e r  I g M  o r  I g D  
s w i t c h e s  t o  s y n t h e s i s e  a n t i b o d i e s  o f  a  d i f f e r e n t  i s o t y p e  ( I g G ,  I g A  o r  I g E )  b u t  w i t h  t h e  
s a m e  a n t i g e n i c  s p e c i f i c i t y .  
T h e  l a c k  o f  p r e c i s i o n  b y  w h i c h  D N A  i s  r e a r r a n g e d  l e a d s  t o  d e l e t i o n s  o r  s u b s t i t u t i o n s  
o f  a m i n o  a c i d s  ( r e f e r r e d  t o  a s  j u n c t i o n a l  d i v e r s i t y )  a n d  t h u s ,  r e s u l t a n t  c h a n g e s  i n  t h e  
a n t i g e n - b i n d i n g  s i t e  ( F e e n e y  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  I n s e r t i o n a l  d i v e r s i t y  ( t h e  i n s e r t i o n  o f  
n u c l e o t i d e s ) ,  m e d i a t e d  b y  t h e  e n z y m e  t e r m i n a l  d e o x y n u c l e o t i d y l t r a n s f e r a s e  ( T d T )  c a n  
a l s o  o c c u r  a t  t h e  V D  a n d  D J  j u n c t i o n s .  M u t a t i o n s  t h a t  o c c u r  i n  h e a v y  o r  l i g h t  c h a i n  V  
g e n e s  d u r i n g  t h e  l i f e t i m e  o f  a  B  c e l l  c a n  a l s o  i n c r e a s e  t h e  v a r i e t y  o f  a n t i b o d i e s  
s y n t h e s i s e d  b y  t h e  B  c e l l  p o p u l a t i o n .  S u b s e q u e n t  t o  s e c o n d a r y  s t i m u l a t i o n  b y  a n  
a n t i g e n ,  a n  i n c r e a s e  i n  a n t i g e n  a f f i i t y  o c c u r s  r e s u l t i n g  f r o m  p o i n t  m u t a t i o n s  i n  t h e  
V ( D ) J  r e c o m b i n e d  u n i t .  T h i s  i s  r e f e r r e d  t o  a s  s o m a t i c  h y p e r m u t a t i o n  a s  i t  o c c u r s  a t  a  
r a t e  a t  l e a s t  1 0 , 0 0 0 - f o l d  h i g h e r  t h a n  t h e  n o r m a l  r a t e  o f  m u t a t i o n  ( J a c o b  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  
L l g h t  C h a l n  G e r m l l n e  
H e a v y  C h a l n  G e r m l i n e  
C , C I C . C . c "  . . . . .  
D J  
r e c o m b i n a t i o n  5 ' :  
1  
S p l  W n g  
3 '  C o m p l e t e  m R N A  5 ,  
T r a n s l e t l o n  &  E x p r e s s i o n  
o f  p o l y p e p t i d e s  
F i g u r e  1 . 3 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  s o m a t i c  r e c o m b i n a t i o n  i n  h u m a n s .  T h e  v a r i a b l e  
r e g i o n  o f  a n  I g  l i g h t  c h a i n  i s  c o n s t r u c t e d  b y  j o i n i n g  o n e  V L  g e n e  s e g m e n t  t o  o n e  J L  g e n e  
s e g m e n t .  T h i s  V J  u n i t  i s  j o i n e d  t o  t h e  c o n s t a n t  r e g i o n s  ( i c  o r  A )  f o l l o w i n g  p r o c e s s i n g  o f  
p r i m a r y  R N A  t r a n s c r i p t .  T h e  v a r i a b l e  r e g i o n  o f  t h e  h e a v y  c h a i n  i s  c o n s t r u c t e d  f r o m  t h r e e  
s e p a r a t e  g e n e s ,  r e f e r r e d  t o  a s  V H  ( v a r i a b l e ) ,  D H  ( d i v e r s i t y )  a n d  J H  ( j o i n i n g )  g e n e  s e g m e n t s ,  
w h i l e  a  d i s t i n c t  g e n e  s e g m e n t  c o d e s  f o r  t h e  c o n s t a n t  r e g i o n  o f  t h e  h e a v y  c h a i n  ( C H ) .  T h e  V D J  
u n i t ,  w h i c h  c o d e s  f o r  t h e  e n t i r e  v a r i a b l e  r e g i o n  o f  t h e  h e a v y  c h a i n ,  i s  l i n k e d  t o  t h e  C H  r e g i o n .  
P r i m a r y  R N A  t r a n s c r i p t s  a r e  m a d e  f r o m  t h e  r e a r r a n g e d  D N A  a n d  n o n - c o d i n g  K N A  i s  s p l i c e d  
o u t ,  r e s u l t i n g  i n  m R N A  f o r  l i g h t  a n d  h e a v y  c h a i n s ,  w h i c h  a r e  t h e n  t r a n s l a t e d  i n t o  t h e  H a n d  L  
c h a i n  p o l y p e p t i d e s  t h a t  a s s o c i a t e  t o  f o r m  a  c o m p l e t e  a n t i b o d y  ( I g )  ( a d a p t e d  f r o m  J a n e w a y  gf 
g l . ,  1 9 9 9 ) .  
1 . 5  A n t i b o d y  p r o d u c t i o n  
1 . 5 . 1  A n t i g e n s  
A n  a n t i g e n  o r  i m m u n o g e n  i s  d e f i n e d  a s  a  m o l e c u l e  t h a t  c o n t a i n s  d i s t i n c t  s i t e s  o r  
e p i t o p e s  t h a t  a r e  r e c o g n i s e d  a n d  i n t e r a c t  w i t h  v a r i o u s  c o m p o n e n t s  o f  t h e  i m m u n e  
s y s t e m .  F o r c e s  i n v o l v e d  i n  a n t i b o d y - a n t i g e n  b i n d i n g  a r e  w e a k ,  n o n c o v a l e n t  
i n t e r a c t i o n s  i n v o l v i n g  h y d r o g e n  b o n d s ,  i o n i c  b o n d s ,  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s  a n d  
V a n  d e r  W a d s  i n t e r a c t i o n s  ( T i j s s e n ,  1 9 8 5 ) .  T h e  s t r e n g t h  o f  i n t e r a c t i o n  o f  a n  a n t i b o d y  
w i t h  i t s  c o r r e s p o n d i n g  a n t i g e n  ( i . e .  a f f i n i t y )  g e n e r a l l y  i n c r e a s e s  w i t h  r e p e a t e d  
e x p o s u r e  t o  a n t i g e n .  H o w e v e r ,  n o t  a l l  a n t i g e n s  e l i c i t  t h e  s a m e  i m m u n e  r e s p o n s e  a n d  
t h e  d e g r e e  o f  r e s p o n s e  v a r i e s  f r o m  o n e  a n t i g e n  t o  a n o t h e r .  I n  g e n e r a l ,  p r o t e i n s  a n d  
l a r g e  m o l e c u l e s  a r e  c a p a b l e  o f  e l i c i t i n g  g o o d  i m m u n e  r e s p o n s e s  w i t h  t h e  a i d  o f  n o n -  
s p e c i f i c  i m m u n e  s t i m u l a n t s ,  r e f e r r e d  t o  a d j u v a n t s .  T h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  
a d j u v a n t s  a r e  F r e u n d ' s  c o m p l e t e  a n d  i n c o m p l e t e  a d j u v a n t s ,  F C A  a n d  F I C A ,  
r e s p e c t i v e l y .  F C A ,  w h i c h  i s  o n l y  u s e d  f o r  i n i t i a l  i m m u n i s a t i o n ,  c o n s i s t s  o f  h e a t - k i l l e d  
M y c o b a c t e n ' u m  t u b e r c u l o s i s ,  n o n - b i o d e g r a d a b l e  m i n e r a l  o i l s  a n d  a n  e m u l s i f i e r .  T h e  
m y c o b a c t e r i a  c a u s e  a n  i n f l a m m a t i o n ,  w h i c h  a t t r a c t s  m a c r o p h a g e s  a n d  o t h e r  c e l l s  t o  
t h e  s i t e  o f  i n j e c t i o n ,  w h e r e  t h e  a n t i g e n  ( e m u l s i f i e d  i n  t h e  o i l )  i s  r e l e a s e d  s l o w l y  t o  g i v e  
a  p r o l o n g e d  e x p o s u r e  t o  t h e  i m m u n e  s y s t e m .  T o  m i n i r n i s e  s i d e  e f f e c t s  i n  t h e  a n i m a l ,  
F I C A ,  w h i c h  c o n t a i n s  n o  b a c t e r i a ,  i s  u s e d  f o r  s u b s e q u e n t  b o o s t s .  O t h e r  a d j u v a n t s  
i n c l u d e  H u n t e r ' s  T i t e r M a x ,  l i p o s o m e s ,  t h e  F U B l  a d j u v a n t  s y s t e m  ( R A S )  a n d  
B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s .  
U n l i k e  l a r g e r  p r o t e i n s ,  s m a l l e r  m o l e c u l e s  o r  h a p t e n s ,  ( c 5 k D a )  a r e  o f t e n  t o o  s m a l l  t o  
e l i c i t  a n  i m m u n e  r e s p o n s e  o n  t h e i r  o w n  a n d ,  t h e r e f o r e ,  r e q u i r e  c h e m i c a l  c o n j u g a t i o n  
t o  l a r g e r  c a r r i e r  m o l e c u l e s  t o  r e n d e r  t h e m  i m m u n o g e n i c .  V a r i o u s  c a r r i e r  p r o t e i n s ,  
i n c l u d i n g  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A ) ,  o v a l b u m i n  ( O V A ) ,  k e y h o l e  l i m p e t  
h e m o c y a n i n  ( K L H )  a n d  t h y r o g l o b u l i n  ( T H Y ) ,  a r e  c o m m o n l y  u s e d  f o r  t h i s  p u r p o s e .  
H o w e v e r ,  o t h e r  c a r r i e r s  c o m p o s e d  o f  s y n t h e t i c  o r  n a t u r a l  p o l y m e r s  ( e . g .  d e x t r a n ,  
p o l y - L - l y s i n e ) ,  l i p i d  b i l a y e r s  o r  s y n l h t e l i c  u r g a ~ l i c  ~ l l u l e c u l e s  h a v e  a l s o  b e e n  u s c d .  
R e g a r d l e s s  o f  t h e  t y p e  o f  m o l e c u l e ,  a  c a r r i e r  m u s t  b e  h i g h l y  i m m u n o g e n i c ,  h a v e  t h e  
r e q u i r e d  s o l u b i l i t y  p r o p e r t i e s ,  b e  n o n - t o x i c  i n  v i v o  a n d  p o s s e s s  s u i t a b l e  f u n c t i o n a l  
g r o u p s  f o r  c o u p l i n g  t o  t h e  h a p t e n  ( H e r m a n s o n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  
C o n j u g a t i o n  i s  a  c r u c i a l  s t e p  i n  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  a s  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  r e s u l t a n t  
a n t i b o d i e s  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  h a p t e n  u s e d  t o  p r o d u c e  t h e m .  T h e  c h o i c e  o f  m e t h o d  i s  
g o v e r n e d  b y  t h e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  a v a i l a b l e  o n  b o t h  t h e  h a p t e n  a n d  t h e  c a r r i e r  a n d  t h e  
o r i e n t a t i o n  o f  t h e  h a p t e n  d e s i r e d  f o r  p r e s e n t a t i o n  t o  t h e  i m m u n e  s y s t e m .  H o w e v e r ,  a  
m a j o r  p r o b l e m  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  u s e  o f  c o n j u g a t e s  f o r  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  i s  t h a t  
a n t i b o d i e s  w i l l  b e  p r o d u c e d  a g a i n s t  t h e  h a p t e n ,  t h e  c a r r i e r  a n d  t h e  l i n k e r  m o l e c u l e .  T o  
r e d u c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  n o n - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  a n d  d i r e c t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
a n t i b o d i e s  t o  t h e  h a p t e n  r a t h e r  t h a n  t h e  c a r r i e r ,  t h e  n u m b e r  o f  h a p t e n s  c o n j u g a t e d  t o  
e a c h  c a r r i e r  m o l e c u l e  c a n  b e  o p t i m i z e d .  T h e  u s e  o f  c o n j u g a t i o n  p r o c e d u r e s  e m p l o y i n g  
E D C  ( 1 - e t h y l - 3 - ( 3 - d i m e t h y l - a m i n o p r o p y l )  c a r b o d i i m i d e  h y d r o c h l o r i d e ) ,  d o e s  n o t  
i n t r o d u c e  a  b r i d g i n g  m o l e c u l e  b e t w e e n  t h e  h a p t e n  a n d  c a r r i e r ,  t h u s ,  e l i m i n a t i n g  t h e  
p o t e n t i a l  o f  a n t i b o d i e s  b e i n g  g e n e r a t e d  a g a i n s t  t h e  c o u p l i n g  r e a g e n t .  
1 . 5 . 2  P o l y c l o n a l  a n d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  
R e p e a t e d  i m m u n i s a t i o n  o f  a n  a n i m a l  w i t h  a  m u l t i v a l e n t  a n t i g e n  y i e l d s  m u l t i s p e c i f i c  
o r  p o l y s p e c i f i c  a n t i s e r u m .  T h i s  r e s u l t i n g  a n t i s e r u m  c o n t a i n s  a  h e t e r o g e n e o u s  m i x t u r e  
o f  a n t i b o d i e s ,  e a c h  r e c o g n i s i n g  d i f f e r e n t  e p i t o p e s  o f  t h e  i m m u n o g e n  w i t h  d i f f e r e n t  
s p e c i f i c i t i e s  a n d  a f f i n i t i e s  ( D a v e y ,  1 9 9 2 ) .  T h e s e  a n t i b o d i e s  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s .  A n i m a l s ,  s u c h  a s  r a b b i t s ,  g o a t s ,  g u i n e a  p i g s  a n d  s h e e p ,  a r e  
g e n e r a l l y  u s e d  f o r  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n ,  a s  t h e y  a r e  r e l a t i v e l y  e a s y  t o  
h a n d l e  f o r  i m m u n i s a t i o n  a n d  b l e e d i n g  p u r p o s e s .  P o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  c a n  b e  
p r o d u c e d  q u i c k l y  a n d  r e l a t i v e l y  c h e a p l y  a n d  d o  n o t  r e q u i r e  t h e  s a m e  a m o u n t  o f  
e x p e r t i s e  o r  t i m e  a s  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n .  T h e y  c a n  a l s o  b e  v e r y  s p e c i f i c  
a n d  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  c a n  b e  p u r i f i e d  f r o m  r e l a t i v e l y  s m a l l  a m o u n t s  o f  s e r u m .  D u e  
t o  t h e  h e t e r o g e n o u s  n a t u r e  o f  t h e  p o p u l a t i o n ,  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  a n t i b o d i e s  c a n n o t  b e  
d e t e r m i n e d .  I n s t e a d  t h e  a v i d i t y ,  w h i c h  g i v e s  a n  i n d i c a t i o n  o f  a v e r a g e  a f f i n i t y  v a l u e  f o r  
t h e  m i x t u r e  o f  a n t i b o d i e s  i n  a  p o l y c l o n a l  p o p u l a t i o n ,  c a n  b e  e s t i m a t e d  ( D a v e y ,  1 9 9 2 ) .  
T h i s  h e t e r o g e n i c i t y  o f  t h e  a n t i b o d y  p o p u l a t i o n  m a y  l e a d  t o  h i g h  l e v e l s  o f  c r o s s -  
r e a c t i v i t y  w i t h  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  m o l e c u l e s  a n d  c a n  a l s o  b e  h a r d  t o  r e p r o d u c e  i n  
s u b s e q u e n t  i m m u n i s a t i o n s .  U n l i k e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n ,  a  c o n s i s t e n t  
s o u r c e  o f  a n t i b o d i e s  c a n n o t  b e  g e n e r a t e d .  
T h e  u s e  o f  h y b r i d o m a  t e c h n o l o g y  t o  p r o d u c e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w a s  f i r s t  r e p o r t e d  
b y  K o h l e r  a n d  M i l s t e i n  ( 1 9 7 5 ) .  T h e  a n t i b o d y  m o l e c u l e  i s  d e r i v e d  f r o m  a  s i n g l e  c l o n e  
o f  B - c e l l s  w i t h  e a c h  s e c r e t e d  a n t i b o d y  h a v i n g  a  s i n g l e  d e f i n e d  s p e c i f i c i t y  a n d  a f f i n i t y  
f o r  t h e  t a r g e t  a n t i g e n .  T h e  h y b r i d o m a  t e c h n i q u e  i n v o l v e s  t h e  r e p e a t e d  i m m u n i s a t i o n  
o f  a n  a n i m a l  w i t h  t h e  a n t i g e n  o f  i n t e r e s t ,  t h e  s p l e e n  i s  t h e n  r e m o v e d  a n d  t h e  
s p l e n o c y t e s  a r e  h a r v e s t e d  a n d  f u s e d  w i t h  m y e l o m a  c e l l s  ( t u m o u r  B - c e l l s ) .  T h e s e  
t u m o u r i g n e i c  B - l y m p h o c y t e s  c a n  s u r v i v e  f o r  l o n g  p e r i o d s  i n  c u l t u r e  a n d  c o n f e r  
i m m o r t a l i t y  t o  t h e  r e s u l t i n g  h y b r i d  c e l l ,  w h i l e  t h e  s p l e e n o c y t e s  p r o v i d e  t h e  a n t i g e n  
s p e c i f i c i t y .  T h i s  r e s u l t i n g  f u s i o n  p r o d u c t  o r  h y b r i d o m a  i s  t h u s ,  a n  i m m o r t a l  c e l l  l i n e ,  
w h i c h  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  s e c r e t e  a  h o m o g e n o u s  a n t i b o d y  p o p u l a t i o n  w i t h  t h e  d e s i r e d  
s p e c i f i c i t y .  T h e  s e l e c t i o n  o f  o n l y  a n t i b o d y - s e c r e t i n g  h y b r i d o m a s  i s  a c h i e v e d  w i t h  t h e  
u s e  o f  H A T  ( h y p o x a n t h i n e ,  a m i n o p t e r i n  a n d  t h y m i d i n e ) - s u p p l e m e n t e d  m e d i a  a n d  
m y e l o m a  c e l l s  t h a t  a r e  d e f i c i e n t  i n  t h e  e n z y m e  h y p o x a n t h i n e  g u a n i d i n e  
p h o s p h o r i b o s y l  t r a n s f e r a s e  ( H G P R T ) .  T h e  H G P R T - d e f i c i e n t  m y e l o m a  c e l l s  a r e  
u n a b l e  t o  p r o l i f e r a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  H A T  m e d i u m .  T h e  p r e s e n c e  o f  a m i n o p t e r i n  
b l o c k s  t h e  c e l l s  a b i l i t y  t o  s y n t h e s i s  D N A  t h r o u g h  t h e  d e  n o v o  s y n t h e s i s  p a t h w a y  a n d  
t h e  c e l l s  c a n n o t  u t i l i s e  t h e  s a l v a g e  p a t h w a y s  f o r  D N A  p r o d u c t i o n  b e c a u s e  o f  t h e i r  
H G P R T  d e f i c i e n c y  ( C a m p b e l l ,  1 9 8 4 ) .  T h i s  e n z y m e  d e f i c i e n c y ,  t h e r e f o r e  l e a d s  t o  t h e  
e l i m i n a t i o n  o f  u n f u s e d  m y e l o m a  c e l l s .  H o w e v e r ,  s p l e e n o c y t e s  p o s s e s s  t h e  r e q u i r e d  
e n z y m e  t o  p r o d u c e  D N A  t h r o u g h  t h e  s a l v a g e  p a t h w a y  b u t  a r e  u n a b l e  t o  p r o l i f e r a t e  
o u t s i d e  t h e  b o d y  a n d  t h u s  d i e  o f f  n a t u r a l l y .  F u s e d  c e l l s  ( h y b r i d o m a s )  w i l l  p r o l i f e r a t e  
i n  H A T  m e d i a  a s  t h e y  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  u s e  t h e  s a l v a g e  p a t h w a y  f o r  D N A  s y n t h e s i s  
a n d  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  t o  g r o w  c o n t i n u o u s l y  f r o m  t h e  m y e l o m a  c e l l .  
A n  i n i t i a l  E L I S A  s c r e e n i n g  m e t h o d  a l l o w s  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  h y b r i d o m a s  
s e c r e t i n g  t h e  d e s i r e d  a n t i b o d y  a n d  t h e n  i n d i v i d u a l  h y b r i d o m a s  a r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  
h e t e r o g e n o u s  m i x t u r e  b y  a  t e c h n i q u e  r e f e r r e d  t o  a s  c l o n i n g  b y  l i m i t i n g  d i l u t i o n .  T h i s  
i s  a  c r i t i c a l  s t e p  i n  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  a s  i t  f a c i l i t a t e s  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  
n o n - s e c r e t i n g  h y b r i d o m a s  s o  t h e y  c a n n o t  o u t g r o w  t h e i r  a n t i b o d y  s e c r e t i n g  
c o u n t e r p a r t s .  L i m i t i n g  d i l u t i o n  i n v o l v e s  s e e d i n g  t h e  c e l l s  a t  v e r y  l o w  d e n s i t i e s  ( I  1  
c e l V m l )  i n  a  9 6 - w e l l  p l a t e s .  T h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t s  f r o m  e a c h  w e l l  a r e  t h e n  t e s t e d  
f o r  s p e c i f i c  a n t i b o d y  a c t i v i t y  a n d  p o s i t i v e  w e l l s  a r e  d i v i d e d  a n d  s u b - d i v i d e d  t o  e n s u r e  
m o n o c l o n a l i t y  o f  t h e  c e l l  l i n e .  
1 . 5 . 3  R e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  
H y b r i d o m a  t e c h n o l o g y  h a s  f a c i l i t a t e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  l a r g e  a m o u n t s  o f  h o m o g e n o u s  
a n t i g e n - s p e c i f i c  r o d e n t - d e r i v e d  a n t i b o d i e s  f o r  u s e  a s  d i a g n o s t i c  a n d  t h e r a p e u t i c  
a g e n t s .  T h i s  t e c h n i q u e  h a s  i n d e e d  p r o v e n  i n v a l u a b l e  b u t  t h e r e  a r e  a  n u m b e r  o f  
d r a w b a c k s .  H y b r i d o m a s  a r e  s o m e t i m e s  d i f f i c u l t  a n d  e x p e n s i v e  t o  m a i n t a i n  i n  c u l t u r e .  
H o w e v e r ,  t h e  m a i n  d i s a d v a n t a g e  w i t h  t h i s  t e c h n o l o g y  i s  t h e  d i f f i c u l t y  i n  p r o d u c i n g  
l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  s t a b l e  h u m a n  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s ,  d u e  t o  t h e  a b s e n c e  o f  s u i t a b l e  
m y e l o m a  c e l l  l i n e s .  T h e s e  d i s a d v a n t a g e s  a n d  o t h e r  f a c t o r s  p r o m p t e d  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  t e c h n o l o g y .  
G e n e t i c  e n g i n e e r i n g  a l l o w e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  f i r s t  g e n e r a t i o n  o f  h u m a n i z e d  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s ,  i n  w h i c h  t h e  a n t i g e n  b i n d i n g  l o o p s  ( C D R s )  o f  t h e  m u r i n e  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  g r a f t e d  o n t o  a  h u m a n  I g G  m o l e c u l e  ( R i e c h m a n n  e t  a l . ,  
1 9 8 8 ) .  A  s e c o n d  g e n e r a t i o n  o f  h u m a n i z e d  a n t i b o d i e s ,  r e f e r r e d  t o  a s  c h i m e r i c  
a n t i b o d i e s ,  s o o n  f o l l o w e d .  T h e  c h i m e r i c  a n t i b o d i e s  c o n s i s t  o f  v a r i a b l e  r e g i o n s  o f  a  
m u r i n e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  l i n k e d  t o  t h e  c o n s t a n t  r e g i o n s  o f  a  h u m a n  I g G  m o l e c u l e  
( M o r r i s o n  e t  a l . ,  1 9 8 9 ) .  T h e s e  c o n s t r u c t s  w e r e  g e n e r a t e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  c i r c u m v e n t  
t h e  p r o b l e m  o f  i n d u c i n g  h u m a n  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y  ( H A M A )  r e s p o n s e s  w h e n  
m u r i n e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a r e  u s e d  a s  t h e r a p e u t i c  a g e n t s  i n  h u m a n  p a t i e n t s .  
H o w e v e r ,  t h e y  d i d  n o t  f u l l y  o v e r c o m e  t h i s  p r o b l e m  a n d  i t  w a s  n o t  t i l l  m u c h  l a t e r  w i t h  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  t e c h n o l o g y  t h a t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
g e n e t i c a l l y - d e r i v e d  h u m a n  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w a s  p o s s i b l e .  
R e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  t e c h n o l o g y  h a s  a l l o w e d  t h e  g e n e r a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d i e s  f r o m  s e v e r a l  s p e c i e s  i n c l u d i n g  h u m a n s  ( G r i f f i t h s  e t  a l . ,  1 9 9 3 ;  V a u g h a n  e t  
a l . ,  1 9 9 6 ) ,  c h i c k e n s  ( A n d r i s - W i d h o p f ,  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  F i n l a y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  s h e e p  ( L i  e t  
a l . ,  2 0 0 0 ) ,  c a m e l s  ( A r b a b i  G h a h r o u d i  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) ,  s h a r k s  ( D o o l e y  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  a n d  
m i c e  ( K r e b b e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  A d v a n c e s  i n  m o l e c u l a r  b i o l o g y ,  f a c i l i t a t e d  b y  t h e  
i n t r o d u c t i o n  o f  t e c h n i q u e s  s u c h  a s  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R ) ,  h a v e  a l l o w e d  t h e  
c r e a t i o n  o f  l a r g e  r e p e r t o i r e s  o f  a n t i b o d i e s  f r o m  a n t i b o d y  v a r i a b l e  g e n e s  b y p a s s i n g  
h y b r i d o m a  t e c h n o l o g y  a n d  s o m e t i m e s ,  e v e n  i r n m u n i s a t i o n .  T h e s e  L i b r a r i e s ,  c o m b i n e d  
w i t h  p h a g e  d i s p l a y  t e c h n i q u e s ,  a t t e m p t  t o  r e p r o d u c e  t h e  d i v e r s i t y  o f  t h e  i m m u n e  
s y s t e m  b y  d i s p l a y i n g  m i l l i o n s  o r  e v e n  b i l l i o n s  o f  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  
p h a g e  ( H o o g e n b o o m  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  T h i s  t e c h n o l o g y  h a s  n o w  m a d e  i t  p o s s i b l e  t o  s e l e c t  
a n  a n t i b o d y  t o  a l m o s t  a n y  a n t i g e n  f r o m  a n  a n t i b o d y  r e p e r t o i r e  w i t h  a  l a r g e  n u m b e r  
( g r e a t e r  t h a n  1 0 ' )  o f  c l o n e s .  
P r i o r  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r e c o m b i n a n t  t e c h n o l o g i e s ,  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  c o u l d  o n l y  
b e  g e n e r a t e d  b y  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e .  P e p s i n  d i g e s t i o n  o f  t h e  I g G  m o l e c u l e  p r o d u c e d  
a  ( F a b ' )  2  f r a g m e n t  ( N i s o n o f f ,  1 9 6 0 ) ,  w h i l e  p a p a i n  d i g e s t i o n  r e s u l t e d  i n  t h e  g e n e r a t i o n  
o f  s i n g l e  F a b  f r a g m e n t s  ( P o r t e r ,  1 9 5 9 ) .  H o w e v e r ,  w i t h  t h e  a d v e n t  o f  r e c o m b i n a n t  
a n t i b o d y  t e c h n o l o g y  y e a r s  l a t e r ,  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a  n u m b e r  o f  a n t i b o d y  f r a g m e n t s ,  
i n c l u d i n g  s i n g l e  c h a i n  v a r i a b l e  f r a g m e n t s  ( s c F v )  ( M c C a f f e r t y  e t  a l . ,  1 9 9 0 )  a n d  F a b  
f r a g m e n t s  ( K a n g  e t  a l . ,  1 9 9 1 )  w a s  p o s s i b l e .  T h e  F v  f r a g m e n t  i s  t h e  s m a l l e s t  f r a g m e n t  
o f  a n  a n t i b o d y  t h a t  s t i l l  c o n t a i n s  t h e  c o m p l e t e  a n t i g e n  s i t e .  H o w e v e r ,  t h e  f r a g m e n t ,  
c o n s i s t i n g  o f  t h e  v a r i a b l e  d o m a i n s  o f  t h e  l i g h t  a n d  h e a v y  c h a i n ,  c a n  b e  q u i t e  u n s t a b l e ,  
a s  i t  l a c k s  t h e  d i s u l p h i d e  b o n d  p r e s e n t  i n  t h e  F a b  f r a g m e n t  ( K i l l a r d  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  T h i s  
p r o b l e m  h a s  b e e n  o v e r c o m e  b y  p r o t e i n  e n g i n e e r i n g .  D i s u l p h i d e  b o n d s  c a n  b e  f o r m e d  
b y  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  c y s t e i n e  r e s i d u e s  i n t o  t h e  v a r i a b l e  d o m a i n s  p r o d u c i n g  a  
d i s u l p h i d e - s t a b i l i z e d  F v  f r a g m e n t  ( d s F v )  ( B r i n k m a n n  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  S t a b i l i t y  p r o b l e m s  
w e r e  a l s o  o v e r c o m e  b y  i n c o r p o r a t i n g  a  f l e x i b l e  p e p t i d e  l i n k e r  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 5 - 2 0  
a m i n o  a c i d s  i n t o  t h e  F v  f r a g m e n t  r e s u l t i n g  i n  a  m o r e  s t a b l e  s i n g l e  c h a i n  v a r i a b l e  
f r a g m e n t  ( s c F v )  ( F r e u n d  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  S m a l l e r  a n t i b o d y  f r a g m e n t s ,  w h i c h  h a v e  t h e  
a b i l i t y  t o  b i n d  a n t i g e n ,  c a n  a l s o  b e  e n g i n e e r e d ;  t h e s e  i n c l u d e  t h e  F d  f r a g m e n t ,  
c o n s i s t i n g  o f  a  V H  a n d  C H I  d o m a i n ,  a n d  t h e  c o m p l e m e n t a r i t y  d e t e r m i n i n g  r e g i o n  
( C D R ) .  A  s c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  t h a t  c a n  b e  p r o d u c e d  b y  
e n z y m a t i c  o r  g e n e t i c  m e a n s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 4 .  
R e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  t e c h n o l o g y  h a s  s e v e r a l  a d v a n t a g e s  i n c l u d i n g  t h e  s p e e d  o f  
a n t i b o d y  p r o d u c t i o n ,  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a l t e r i n g  a f f i n i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  a n d  t h e  a b i l i t y  
t o  g e n e r a t e  n o v e l  f u n c t i o n a l i t i e s .  O n c e  t h e  s y s t e m  h a s  b e e n  s e t  u p  i n  t h e  l a b o r a t o r y  i t  
c a n  t a k e  w e e k s  r a t h e r  t h a n  m o n t h s  t o  p r o d u c e  a n  a n t i b o d y  f r a g m e n t  o f  t h e  d e s i r e d  
s p e c i f i c i t y .  T h e  e m e r g e n c e  o f  t h i s  t e c h n o l o g y  h a s  m a d e  i t  p o s s i b l e  t o  g e n e r a t e  h i g h  
b i n d i n g  a f f i n i t y  m o l e c u l e s  a g a i n s t  a n y  c h o s e n  t a r g e t ,  r e s u l t i n g  i n  p o t e n t i a l l y  l i m i t l e s s  
a p p l i c a t i o n s .  R e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  h a v e  a l r e a d y  c o n t r i b u t e d  g r e a t l y  i n  t h e  
a n a l y t i c a l  a n d  d i a g n o s t i c  f i e l d s .  T h e y  a r e  a l s o  i d e a l  f o r  t h e r a p e u t i c s  w h e r e  s m a l l  
r a p i d l y  p e n e t r a t i n g  b u t  h i g h  a f f i n i t y  m o l e c u l e s  a r e  e s s e n t i a l  ( A r a k a w a  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  
S u z u k i  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
k  
C D R  
F i g u r e  1 . 4 .  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i o n  o f  a n  a n t i b o d y  m o l e c u l e  ( & G I )  a n d  i t s  v a r i o u s  f r a g m e n t s  
p r o d u c e d  t h r o u g h  e n z y m a t i c  o r  g e n e t i c  m e a n s .  P e p s i n  c l e a v a g e  o f  t h e  m o l e c u l e  p r o d u c e s  a  
F ( U ~ ' ) ~  f r a g m e n t ,  w h i c h  c o n s i s t s  o f  t w o  d i s u l p h i d e - l i n k e d  a n t i g e n - b i n d i n g f r a g m e n t s .  P a p a i n  
d i g e s t i o n  y i e l d s  t w o  s i n g l e  F a b f r a g m e n t  w i t h  e a c h  c o n t a i n i n g  o n e  a n t i g e n - b i n d i n g  f r a g m e n t .  
R e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  t e c h n o l o g y  h a s  f a c i l i t a t e d  t h e  g e n e r a t i o n  o f  F a b  f r a g m e n t s  a n d  
s m a l l e r  F v  f r a g m e n t s ,  c o n s i s t i n g  o f  t h e  v a r i a b l e  d o m a i n s  o f  t h e  a n t i b o d y .  I n c o r p o r a t i o n  o f  a  
h y d r o p h i l i c  p e p t i d e  l i n k e r  i n t o  t h e  f r a g m e n t  b y  g e n e t i c  m e a n s  p r o d u c e s  a  s i n g l e  c h a i n  
v a r i a b l e  f r a g m e n t  ( s c F v ) .  O t h e r  f r a g m e n t s  i n c l u d e  t h e  F d  f r a g m e n t ,  c o n s i s t i n g  o f  a  V H  a n d  
C H I  d o m a i n ,  a n d  t h e  C D R s ,  t h e  s m a l l e s t  f r a g m e n t  c a p a b l e  o f  b i n d i n g  a n t i g e n .  
1 . 5 . 3 . 1  P h a g e  d i s p l a y  t e c h n o l o g y  
T h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  m e t h o d o l o g y  f o r  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  l i b r a r y  p r o d u c t i o n  
u t i l i s e s  f i l a m e n t o u s  p h a g e ,  a  b a c t e r i o p h a g e  t h a t  i n f e c t s  E s c h e r i c h i a  c o l i .  T h e  p r i n c i p l e  
o f  p h a g e  d i s p l a y  t e c h n o l o g y  w a s  f i r s t  i n t r o d u c e d  b y  S m i t h  ( 1 9 8 5 ) ,  w h o  s h o w e d  t h a t  
f o r e i g n  D N A  f r a g m e n t s  c o u l d  b e  i n s e r t e d  i n t o  n o n - l y t i c  f i l a m e n t o u s  b a c t e r i o p h a g e  f o r  
t h e  d i s p l a y  o f  s p e c i f i c  b i n d i n g  p e p t i d e s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p h a g e .  T h e  f i l a m e n t o u s  
b a c t e r i o p h a g e s  ( g e n u s  Z n o v i r u s )  a r e  a  g r o u p  o f  v i r u s e s ,  w h i c h  c o n t a i n  a  c i r c u l a r  
s i n g l e - s t r a n d e d  D N A  ( s s D N A )  g e n o m e  e n c a s e d  i n  a  l o n g  p r o t e i n  c a p s i d  c y l i n d e r  
( B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  T h e  F f  c l a s s  o f  f i l a m e n t o u s  p h a g e  ( f l ,  f d  a n d  M 1 3 )  a r e  r o u t i n e l y  
u s e d  i n  p h a g e  d i s p l a y .  T h e s e  p h a g e  p a r t i c l e s  a r e  c o v e r e d  b y  a p p r o x i m a t e l y  2 , 7 0 0  
m o l e c u l e s  o f  t h e  m a j o r  c o a t  p r o t e i n  p V m ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 5 .  A t  o n e  e n d  o f  
t h e  p a r t i c l e  t h e r e  a r e  a p p r o x i m a t e l y  f i v e  c o p i e s  o f  t h e  m i n o r  h y d r o p h o b i c  c o a t  
p r o t e i n s  p W  a n d  p M .  T h e  o t h e r  e n d  o f  t h e  p a r t i c l e  c o n t a i n s  a p p r o x i m a t e l y  f i v e  
c o p i e s  o f  e a c h  o f  t h e  m i n o r  c o a t  p r o t e i n s  p I l I  a n d  p V I .  ( B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  T h e  
f i l a m e n t o u s  p h a g e  i n f e c t  m a l e  E .  c o l i  c o n t a i n i n g  t h e  F  c o n j u g a t i v e  p l a s m i d  b y  
a t t a c h i n g  t o  t h e  t i p  o f  t h e  F  p i l u s ,  e n c o d e d  b y  t h e  p l a s m i d ,  a n d  t r a n s l o c a t i n g  t h e  p h a g e  
g e n o m e  i n t o  t h e  b a c t e r i a l  c y t o p l a s m .  
p l l l  p h a g e  c o a t  p V l l l  p h a g e  c o a t  p r o t e l n  p V l l  a n d  p l X  
/  p h a g e  c o a t  
s c F v  a n t l b o d y  
f r a g m e n t  
S l n g l e  s t r a n d e d  p l a s m i d  
c o n t a l n l n g  s c F v  g e n e  
s e q u e n c e  
F i g u r e  1 . 5 .  A  d i a g r a m m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  F f  f i l a m e n t o u s  b a c t e r i o p h a g e  p a l - t i c l e  
r o u t i n e l y  u s e d  i n  p h a g e  d i s p l a y .  T h e  p h a g e  p a r t i c l e  i s  c o v e r e d  b y  a p p r o x i m a t e l y  2 , 7 0 0  
m o l e c u l e s  o f  t h e  m a j o r  c o a t  p r o t e i n  p V Z I Z .  A t  o n e  e x t r e m i t y  o f  t h e  p a r t i c l e  t h e r e  a r e  
a p p r o x i m a t e l y  f i v e  c o p i e s  o f  t h e  m i n o r  h y d r o p h o b i c  c o a t  p r o t e i n s  p V I I  a n d  p l X ,  w h i l e  a t  t h e  
o t h e r  e x t r e r n i t y  t h e r e  a r e  a p p r o x i m a t e l y  f i v e  c o p i e s  o f  e a c h  o f  t h e  m i n o r  c o a t  p r o t e i n s  p I Z I  
a n d  p V Z .  T h e  a n t i b o d y  f r a g m e n t  i s  d i s p l a y e d  a s  a  f u s i o n  t o  t h e  pZZI p r o t e i n  a t  t h e  t i p  o f  t h e  
p h a g e .  
T h e  p h a g e  d i s p l a y  m e t h o d  i n v o l v e s  c l o n i n g  t h e  g e n e s  e n c o d i n g  a n  a n t i b o d y  f r a g m e n t  
i n t o  a  p a r t i c u l a r  v e c t o r ,  a s  a  f u s i o n  t o  t h e  g e n e  e n c o d i n g  o n e  o f  t h e  p h a g e  c o a t  
p r o t e i n s  ( p I I I  o r  p V I I I ) .  O r i g i n a l l y  c o m p l e t e  p h a g e  v e c t o r s  w e r e  u s e d  a s  t h e  d i s p l a y  
v e c t o r  b u t  n o w  s m a l l  p l a s m i d  v e c t o r s  o r  p h a g e m i d s ,  w h i c h  c o n t a i n  t h e  a p p r o p r i a t e  
p a c k a g i n g  s i g n a l  a n d  c l o n i n g  s i t e s ,  a r e  m o r e  c o m m o n l y  u s e d  ( D a l y  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
P h a g e m i d s  e n c o d i n g  t h e  a n t i b o d y  f r a g m e n t - p I I I  f u s i o n  a r e  t h e n  t r a n s f o r m e d  i n t o  m a l e  
E .  c o l i  c e l l s  h a r b o u r i n g  t h e  F  p i l u s  ( e . g .  X L - 1  b l u e  o r  T G 1 )  a n d  p a c k a g e d  i n t o  p h a g e  
p a r t i c l e s  u s i n g  a  p a r t i c u l a r  h e l p e r  p h a g e  ( e . g .  M 1 3 K 0 7  o r  V C S - M 1 3 ) .  T h e  r e s u l t i n g  
a n t i b o d y  f r a g m e n t  i s  e x p r e s s e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p h a g e ,  w h i l e  i t s  g e n e t i c  m a t e r i a l  
r e s i d e s  w i t h i n  t h e  p h a g e  p a r t i c l e ,  p r o v i d i n g  a  & i t  l i n k  b e t w e e n  a n t i b o d y  g e n o t y p e  
a n d  p h e n o t y p e .  
1 . 5 . 3 . 2  P h a g e - d i s p l a y  l i b r a r y  p r o d u c t i o n  
T h e  f i r s t  s t e p  i n  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  a  c o m b i n a t o r i a l  a n t i b o d y  d i s p l a y  l i b r a r y  i s  t o  
o b t a i n  t h e  g e n e s  e n c o d i n g  f o r  a n  a n t i b o d y  f r a g m e n t .  T h e s e  g e n e s  c a n  b e  i s o l a t e d  f r o m  
B  c e l l s  o f  i m m u n i s e d  a n i m a l s  o r  f r o m  c o n v e n t i o n a l  h y b r i d o m a s  ( i m m u n e  l i b r a r i e s )  
( K r e b b e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 )  o r  f r o m  n o n - i m m u n i s e d  d o n o r s  ( n a i v e  l i b r a r i e s )  ( V a u g h a n  e t  
a l . ,  1 9 9 6 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  a n t i b o d i e s  m a y  b e  c o n s t r u c t e d  a r t i f i c i a l l y ,  b y  t h e  i n  v i t r o  
a s s e m b l y  o f  V - g e n e  s e g m e n t s  a n d  D I J  s e g m e n t s  ( s y n t h e t i c  l i b r a r i e s )  ( K n a p p i k  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ) .  N a i v e  o r  s e m i - s y n t h e t i c  l i b r a r i e s  o f f e r  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  s e l e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  
w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  i m m u n i s a t i o n .  A  n u m b e r  o f  v e r y  d i v e r s e ,  s e m i - s y n t h e t i c ,  n o n -  
i m m u n e  h u m a n  a n t i b o d y  l i b r a r i e s  h a v e  b e e n  g e n e r a t e d  b y  C a m b r i d g e  A n t i b o d y  
T e c h n o l o g y  ( C a m b r i d g e ,  U K )  a n d  M o r p h o S y s  A G  ( M u n i c h ,  G e r m a n y )  a n d  m a n y  
o t h e r s  e x i s t .  I f  h u m a n  a n t i b o d i e s  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h e r a p e u t i c  p u r p o s e s ,  t h e s e  h u m a n  
l i b r a r i e s  a r e  t h e  o b v i o u s  c h o i c e .  H o w e v e r ,  i f  a  r a n g e  o f  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  a  p a r t i c u l a r  
m o l e c u l e  i s  d e s i r e d ,  i m m u n i s a t i o n  m a y  b e  t h e  b e s t  o p t i o n .  M i c e  ( i n  p a r t i c u l a r  t h e  
B a l b / c  s t r a i n )  h a v e  b e c o m e  v e r y  p o p u l a r  f o r  i m m u n i s a t i o n  a n d  a n  e x t e n s i v e  r a n g e  o f  
P C R  p r i m e r s ,  i n  a d d i t i o n  t o  m e t h o d s  f o r  c o n s t r u c t i o n  o f  m u r i n e  l i b r a r i e s  h a v e  b e e n  
w i d e l y  r e p o r t e d  ( e . g .  t h e  K r e b b e r  s y s t e m ) .  H o w e v e r ,  t h e  c o n s i d e r a b l e  s e q u e n c e  
v a r i a t i o n  i n  t h e  a m i n o  t e r m i n u s  o f  t h e  m u r i n e  h e a v y  c h a i n  r e q u i r e s  t h e  u s e  o f  
n u m e r o u s  P C R  p r i m e r s  t o  c a p t u r e  a  g o o d  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  a n t i b o d y  r e p e r t o i r e .  
C h i c k e n  a n d  r a b b i t s  u s e  v e r y  f e w  g e r m - l i n e  g e n e s  a n d ,  t h u s ,  c l o n i n g  o f  t h e  a n t i b o d y  
r e p e r t o i r e  r e d u c e s  t h e  n u m b e r  o f  P C R  p r i m e r s  r e q u i r e d .  
T h e  v a r i a b l e  a n t i b o d y  g e n e s ,  w h i c h  s h o u l d  c o n t a i n  a  f u l l  r e p e r t o i r e  o f  a n t i g e n  
s p e c i f i c i t i e s ,  a r e  f i r s t  a m p l i f i e d  u s i n g  s u i t a b l e  p r i m e r s .  T h e y  a r e  t h e n  r a n d o m l y  
c o m b i n e d  ( t o  y i e l d  a  c o m b i n a t o r i a l  a n t i b o d y  l i b r a r y )  b y  s p l i c e  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n -  
P C R  ( S O E - P C R ) ,  i n s e r t e d  o n t o  a  s u i t a b l e  p l a s m i d  a n d  a p p l i e d  t o  o n e  o f  a  v a r i e t y  o f  
e x p r e s s i o n  s y s t e m s ,  i n c l u d i n g  y e a s t  ( e . g .  P i c h i a  p a s t o r i s )  ( F r e y r e  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  
b a c t e r i a l  c e l l s  ( e .  g .  E .  c o l i )  ( K r e b b e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) ,  p l a n t  c e l l s  ( e .  g .  N i c o t i a n a  t a b a c u m )  
( O w e n  e t  a l . ,  1 9 9 2 ) ,  m a m m a l i a n  c e l l s  ( e . g .  C O S  c e l l s )  ( J o s t  e t  a l . ,  1 9 9 4 )  a n d  
B a c u l l o v i r u s - i n f e c t e d  i n s e c t  c e l l s  ( K r e t z s c h m a r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  E .  c o l i  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  
p o p u l a r  e x p r e s s i o n  h o s t s  u s e d  a s  i t  i s  e a s i l y  m a n i p u l a t e d  a n d  i t s  f a s t  g r o w t h  a l l o w s  f o r  
t h e  l a r g e - s c a l e  p r o d u c t i o n  o f  p r o t e i n s .  A l t h o u g h  m a n y  p h a g e  d i s p l a y  v e c t o r s  a r e  
a v a i l a b l e ,  t h o s e  v e c t o r s  u s e d  i n  t h e  r e s e a r c h  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s  ( i . e .  t h e  p A K  a n d  
p C o m b 3  v e c t o r  s e r i e s )  a r e  d i s c u s s e d  i n  d e t a i l .  
1 . 5 . 3 . 3  T h e  p A K  v e c t o r  s e r i e s  
A  p h a g e  d i s p l a y  s y s t e m  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  s i n g l e  c h a i n  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  ( s c F v 7 s )  
f r o m  h y b r i d o m a  o r  s p l e e n  c e l l s  w a s  d e v e l o p e d  b y  K r e b b e r  e t  a l .  ( 1 9 9 7 ) .  T h e  K r e b b e r  
s y s t e m  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l l y  e m p l o y e d  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  s c F v ' s  s p e c i f i c  t o  a  
r a n g e  o f  a n a l y t e s ,  i n c l u d i n g ,  a f l a t o x i n s  ( D a l y  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  D u n n e  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  i l l i c i t  
d r u g s  ( B r e n n a n  e t  a l ,  2 0 0 3 ) ,  a n t i b i o t i c s  ( D a r m a n i n  S h e e h a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  a n d  L i s t e r i a  
m o n o c y t o g e n e s  ( L e o n a r d  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
T h e  s y s t e m  w a s  o p t i m i s e d  f o r  r o b u s t n e s s ,  v e c t o r  s t a b i l i t y ,  t i g h t  c o n t r o l  o f  s c F v - A g e n e  
I I I  e x p r e s s i o n ,  p r i m e r  u s a g e  f o r  P C R  a m p l i f i c a t i o n  o f  v a r i a b l e  g e n e s ,  s c F v  a s s e m b l y  
s t r a t e g y  a n d  s u b s e q u e n t  d i r e c t i o n a l  c l o n i n g  u s i n g  a  r a r e  s i n g l e  c u t t i n g  r e s t r i c t i o n  
e n z y m e  ( S ' I ) .  A  s c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  K r e b b e r  s y s t e m  i s  g i v e n  i n  F i g u r e  
1 . 6 .  T h e  m R N A ,  e n c o d i n g  t h e  a n t i b o d y  g e n e s ,  i s  i s o l a t e d  f r o m  s p l e e n  c e l l s  o f  m i c e  
i m m u n i s e d  w i t h  t h e  t a r g e t  a n t i g e n  o r  f r o m  h y b r i d o m a s  c e l l  s e c r e t i n g  s p e c i f i c  
a n t i b o d i e s .  T h i s  m R N A  i s  t h e n  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  t o  c o m p l e m e n t a r y  D N A  ( c D N A )  
u s i n g  r a n d o m  h e x a m e r  p r i m e r s .  T h i s  c D N A  s e r v e s  a s  a  P C R  t e m p l a t e  f o r  t h e  
s u b s e q u e n t  a m p l i f i c a t i o n  o f  v a r i a b l e  a n d  h e a v y  l i g h t  c h a i n  g e n e s  u s i n g  s e t s  o f  m o u s e  
p r i m e r s .  T h e  s e t  o f  p r i m e r s  d e s c r i b e d  b y  K r e b b e r  e t  a l .  ( 1 9 9 7 )  i n c o r p o r a t e s  a l l  m u r i n e  
V H ,  V K  a n d  V L  s e q u e n c e s  f r o m  t h e  K a b a t  d a t a b a s e  ( K a b a t  e t  a l . ,  1 9 9 1 )  a n d  c o m b i n e s  
e x t e n d e d  p r i m e r  s e t s  d e s c r i b e d  b y  K e t t l e b o r o u g h  e t  a l .  ( 1 9 9 3 ) .  A m p l i f i e d  v a r i a b l e  
g e n e s  a r e  t h e n  r a n d o m l y  c o m b i n e d  b y  s p l i c e  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n - P C R  ( S O E - P C R )  
i n  t h e  f o r m a t  o f  V ~ - ( G l y 4 S e r ) 4 - V ~ ,  w h e r e  t h e  f o u r  ( G l y 4 S e r )  r e p e a t s  e n c o d e  t h e  2 0 -  
a m i n o  a c i d  f l e x i b l e  l i n k e r  l i n k i n g  t h e  v a r i a b l e  d o m a i n s  o f  t h e  s c F v  f r a g m e n t s .  
A n t i b o d y  f r a g m e n t s  a r e  t h e n  c l o n e d  i n t o  t h e  o p t i m i s e d  p h a g e  d i s p l a y  v e c t o r  p A K l O O  
w i t h  t h e  r a r e - c u t t i n g  e n z y m e  S ' I .  T h e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  r e c o g n i s e s  e i g h t  b a s e s ,  
i n t e r r u p t e d  b y  f i v e  n o n - r e c o g n i s e d  n u c l e o t i d e s  ( 5 '  G G C C N N N N N G G C C  3 ' )  a n d  
a l w a y s  c u t s  t w o  s i t e s  a t  o n c e ,  l e a v i n g  a  3  b a s e  p a i r  o v e r - h a n g ,  t o  p r e v e n t  s e l f -  
a n n e a l i n g  a n d  f a c i l i t a t e  d i r e c t i o n a l  c l o n i n g  o f  d i g e s t e d  f r a g m e n t s  i n  t h e  c o r r e c t  
o r i e n t a t i o n .  S ' I  r e s t r i c t i o n  s i t e s  a r e  v i r t u a l l y  n e v e r  f o u n d  i n  i m m u n o g l o b u l i n  
s e q u e n c e s  a n d  t h u s ,  e l i m i n a t e  t h e  p o t e n t i a l  o f  i n t e r n a l  d i g e s t i o n  o f  s e q u e n c e s .  
F o l l o w i n g  l i g a t i o n  o f  t h e  d i g e s t e d  f r a g m e n t s  i n t o  a  p r e v i o u s l y  d i g e s t e d  p h a g e  d i s p l a y  
p A K l O O  v e c t o r ,  t h e  v e c t o r  i s  t h e n  t r a n s f o r m e d  i n t o  m a l e  E .  c o l i  c e l l s  h a r b o u r i n g  t h e  F  
p i l u s  ( e . g .  X L 1 - B l u e ) .  H i g h  l i g a t i o n  a n d  t r a n s f o r m a t i o n  y i e l d s  a r e  e s s e n t i a l  i n  p h a g e  
d i s p l a y  l i b r a r y  p r o d u c t i o n  a n d  t h e  s i z e  o f  a n  a n t i b o d y  l i b r a r y  c a n  b e  r e s t r i c t e d  b y  t h e  
e f f i c i e n c y  o f  i t s  i n t r o d u c t i o n  i n t o  E .  c o l i .  T h u s ,  e l e c t r o p o r a t i o n ,  t h e  m o s t  e f f i c i e n t  
m e t h o d  f o r  t r a n s f o r m i n g  b a c t e r i a l  c e l l s  w i t h  p l a s m i d  D N A ,  i s  g e n e r a l l y  u s e d .  T h e  
t r a n s f o r m e d  c e l l s  a r e  t h e n  a m p l i f i e d  a n d  t h e  p h a g e m i d  D N A  i s  r e s c u e d  f o l l o w i n g  
i n f e c t i o n  w i t h  h e l p e r  p h a g e  ( e . g .  M 1 3 K 0 7  o r  V C S - M 1 3 ) .  T h i s  c o m p l e x  p r o c e s s ,  
r e f e r r e d  t o  a s  p h a g e  r e s c u e ,  i n v o l v e s  t h e  e n t r y  o f  h e l p e r  p h a g e  i n t o  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  
w h e r e  i t  p a c k a g e s  t h e  D N A  f r o m  t h e  p h a g e m i d  ( e n c o d i n g  t h e  a n t i b o d y  g e n e s )  a n d  
e m e r g e s  f r o m  t h e  c e l l  d i s p l a y i n g  a n t i b o d y  f r a g m e n t s .  
A  c o m p a t i b l e  v e c t o r  s e r i e s  ( p A K 1 0 0 - 6 0 0 )  ( F i g u r e  1 . 7 )  w a s  a l s o  c o n s t r u c t e d  b y  
K r e b b e r  a n d  c o l l e a g u e s  t o  f a c i l i t a t e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  s c F v s  a n d  t h e i r  s u b s e q u e n t  
p u r i f i c a t i o n ,  d e t e c t i o n ,  m u l t i m e r i s a t i o n  a n d  m o d i f i c a t i o n .  A l l  v e c t o r s  c o n t a i n  t h e  l a c 1  
r e p r e s s o r  g e n e  ( t o  e n s u r e  i n d e p e n d e n t  l a c  p r o m o t e r  r e p r e s s i o n ) ,  t h e  p e l B  ( p e c t a t e  
l y a s e  g e n e  o f  E r w i n i a  c a r o t o v o r a )  l e a d e r  s e q u e n c e  ( w h i c h  a l l o w s  f o r  p r o p e r  f o l d i n g  
o f  p r o t e i n s  a n d  r e l o c a t i o n  o f  e x p r e s s e d  a n t i b o d y  t o  p e r i p l a s m ) ,  t h e  l a c  
p r o m o t e r l o p e r a t o r  ( w h i c h  a l l o w s  f o r  r e p r e s s i o n  o f  t r a n s l a t i o n  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  
g l u c o s e ) ,  a  s t r o n g  u p s t r e a m  p r o m o t e r  ( t ~ p )  ( w h i c h  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  l a c  
p r o m o t e r  e l i m i n a t e s  b a c k g r o u n d  e x p r e s s i o n  p r i o r  t o  i n d u c t i o n )  a n d  a  d o w n s t r e a m  
t e r m i n t o r  ( t l P p ) .  V e c t o r s  a l s o  c o n t a i n  a  c h l o r a m p h e n i c o l  r e s i s t a n c e  g e n e  ( c a r n R )  a n d  a  
t e t r a c y c l i n e  r e s i s t a n c e  ' s t u f f e r '  g e n e ,  w h i c h  i s  r e p l a c e d  w i t h  t h e  g e n e s  e n c o d i n g  t h e  
s c F v  f r a g m e n t .  
G e n e t i c  s o u r c e  
4  
E x t r a c t i o n  o f  R N A  
R e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  
o f  m R N A  t o  c D N A  
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P h a g e  d i s p l a y l n g  s c F v  
S O E  P C R  a n n e a l s  V ,  a n d  V ,  
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T r a n s f o r m a t i o n  i n  E. c o l i  
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4  
P h a g e m l d  v e c t o r  
R 1 3 ~ l S M i t e n C e  e n 0  
L i g a t i o n  i n t o  p h a g e  d i s p l a y  v e c t o r  
F i g u r e  1 . 6 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  s t e p s  i n v o l v e d  i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a  p h a g e  
d i s p l a y  a n t i b o d y  l i b r a r y .  I s o l a t e d  m R N A  i s  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  t o  c D N A ,  w h i c h  s e r v e s  a s  a  
t e m p l a t e  f o r  s u b s e q u e n t  a m p l $ i c a t i o n  o f  v a r i a b l e  h e a v y  ( V H )  a n d  l i g h t  ( V L )  c h a i n  g e n e s .  
A m p l i f i e d  v a r i a b l e  g e n e s  a r e  t h e n  r a n d o m l y  c o m b i n e d  b y  s p l i c e  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n - P C R  
( S O E - P C R )  a n d  c l o n e d  i n t o  a  p h a g e  d i s p l a y  v e c t o r .  T h e  p h a g e m i d  v e c t o r  e n c o d i n g  t h e  s c F v  
g e n e  s e q u e n c e  i s  t r a n s f o r m e d  i n t o  E .  c o l i  a n d  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  w i t h  h e l p e r  p h a g e  i s  
d i s p l a y e d  o n  t h e  s u g a c e  o f  t h e  p h a g e  p a r t i c l e s .  
Lac1 ) - 1  t, 
H l n d l l  
G i  
-  
S  
p A K  1 0 0  
E C & I  H l n d l l  
F i g u r e  1 . 7 .  T h e  a n t i b o d y  f r a g m e n t  i s  c l o n e d  i n t o  t h e  p A K l O O  v e c t o r ,  i n  f r a m e  w i t h  g e n e Z Z Z 2 5 0 .  
4 0 6 ,  t o  f a c i l i t a t e  p h a g e  d i s p l a y .  T h e  v e c t o r  a l s o  c o n t a i n s  a  m y c  t a g  f o r  d e t e c t i o n  a n d  a n  a m b e r  
c o d o n ,  w h i c h  a l l o w s  s w i t c h i n g  b e t w e e n  p h a g e - b o u n d  a n d  s o l u b l e  e x p r e s s i o n  b y  s i m p l y  
c h a n g i n g  b a c t e r i a l  s t r a i n  ( s u p p r e s s o r  o r  n o n - s u p p r e s s o r  E .  c o l i ) .  T h e  p A K 4 0 0  f a c i l i t a t e s  
e n h a n c e d  s c F v  e x p r e s s i o n  l e v e l s  d u e  t o  t h e  s t r o n g  S h i n e  D a l g a m o  s e q u e n c e  S D T 7 g l O  ( f r o m  
T 7  p h a g e  g e n e  1 0 )  a n d  a  C - t e r m i n a l  h e x a h i s t i d i n e  t a g  a l l o w s  f o r  p u r i f i c a t i o n  u s i n g  
i m m o b i l i s e d  m e t a l  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  ( Z M C )  ( W e l s  d . ,  1 9 9 2 ;  L i n d n e r  d . ,  1 9 9 7 )  
o r  f o r  d e t e c t i o n  u s i n g  a n  a n t i - h i s  t a g  a n t i b o d y .  T h e  p A K 5 0 0  v e c t o r  c o n t a i n s  a  s i n g l e  c h a i n  
d o u b l e  h e l i x  ( d H L X )  f o r  d i r n e r i s a t i o n ,  w h i c h  c a n  r e s u l t  i n  a  h o n w d i m e r i s e d  m i n i b o d y  w i t h  
i n c r e a s e d  a v i d i t y  f o r  a n t i g e n  ( P a c k  u . ,  1 9 9 3 ) .  T h e  p A K  6 0 0  v e c t o r  e n c o d e s  t h e  b a c t e r i a l  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( A P )  g e n e  t o  e n a b l e  d i r e c t  d e t e c t i o n  a n d  f a c i l i t a t e  d i m e r i s a t i o n  b y  s c F v -  
A P f u s i o n s  ( L i n d n e r  &., 1 9 9 7 ;  W e l s  e . ,  1 9 9 2 ) .  
1 . 5 . 3 . 4  T h e  p C o m b 3  v e c t o r  s e r i e s  
T h e  p C o m b 3  p h a g e  d i s p l a y  s y s t e m  ( R a d e r  a n d  B a r b a s  111, 1 9 9 7 ;  B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  
f a c i l i t a t e s  t h e  g e n e r a t i o n  o f  h u m a n  F a b  o r  m o u s e ,  c h i c k e n  o r  r a b b i t  s c F v  f r a g m e n t s .  
T h e  c h o i c e  o f  a n t i b o d y  c o n s t r u c t  i s  g e n e r a l l y  d e p e n d e n t  o n  i t s  f i n a l  a p p l i c a t i o n .  I n  
c o m p a r i s o n  t o  t h e  g e n e r a t i o n  o f  F a b  f r a g m e n t s ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s c F v  f r a g m e n t s  
r e q u i r e s  f e w e r  P C R  s t e p s .  T h e  s m a l l e r  s c F v  m o l e c u l e s  a l s o  t e n d  t o  y i e l d  h i g h e r  
e x p r e s s i o n  l e v e l s  i n  E .  c o l i  t h a n  l a r g e r  F a b  f r a g m e n t s  ( B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
S h o r t e n i n g  t h e  l e n g t h  o f  t h e  p e p t i d e  l i n k e r  b e t w e e n  t h e  v a r i a b l e  h e a v y  a n d  l i g h t  
c h a i n s  o f  t h e  s c F v  f r a g m e n t  c a n  a l s o  l e a d  t o  d i m e r  f o r m a t i o n  ( d i a b o d i e s )  a n d  r e s u l t i n g  
e n h a n c e d  a v i d i t y  f o r  a n t i g e n .  W h i l e  F a b  f r a g m e n t s  i n  s o m e  c a s e s  a r e  m o r e  s t a b l e  a n d  
d o  n o t  g e n e r a l l y  s h o w  a  t e n d e n c y  t o  m u l t i m e r i s e  ( B o r r e b a e c k  e t  a l . ,  1 9 9 2 ) .  T h e  
s y s t e m ,  a s  d e s c r i b e d  b y  B a r b a s  e t  a l .  ( 2 0 0 1 )  a l s o  f a c i l i t a t e s  t h e  h u m a n i s a t i o n  o f  
a n t i b o d y  f r a g m e n t s  b y  l i n k i n g  t h e i r  r e s p e c t i v e  v a r i a b l e  r e g i o n s  t o  h u m a n  c o n s t a n t  
r e g i o n s ,  w h i l e  a v o i d i n g  l o s s  o f  a n t i g e n  b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  t h e  v a r i a b l e  r e g i o n s .  
T h e  p C o m b 3 H  ( R a d e r  a n d  B a r b a s  I I I , 1 9 9 7 )  a n d  p C o m b 3 X  ( B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  w e r e  
c o n s t r u c t e d  t o  o v e r c o m e  a  n u m b e r  o f  s t a b i l i t y  p r o b l e m s  e n c o u n t e r e d  w i t h  t h e  o r i g i n a l  
p C o m b 3  v e c t o r  ( B a r b a s  I I I  e t  a l . ,  1 9 9 1 ) .  T h e  v e c t o r s  a l l o w  f o r  t h e  d i r e c t i o n a l  c l o n i n g  
o f  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  i n  t h e  c o r r e c t  o r i e n t a t i o n  w i t h  t h e  e n z y m e  S f i I  a n d  s u b s e q u e n t  
e x p r e s s i o n  a s  f u s i o n s  t o  t h e  o m p A  l e a d e r  s e q u e n c e .  T h e  p C o m b 3 X  v e c t o r  h a s  a l l  t h e  
f e a t u r e s  o f  p C o m b 3 H ,  a l o n g  w i t h  s e v e r a l  a d d i t i o n a l  o n e s  ( F i g u r e  1 . 8 ) .  T h e  p C o m b 3 X  
v e c t o r  e n c o d e s  b o t h  h e x a - h i s t i d i n e  ( H i s s )  a n d  i n f l u e n z a  h e m a g g l u t i n i n  ( H A )  p e p t i d e  
t a g s  a t  t h e  C - t e r m i n a l  o f  t h e  a n t i b o d y  s e q u e n c e ,  f a c i l i t a t i n g  p u r i f i c a t i o n  a n d  d e t e c t i o n  
o f  e x p r e s s e d  a n t i b o d y  f r a g m e n t s .  T h e  v e c t o r  a l s o  e n c o d e s  a n  a m b e r  s t o p  c o d o n  
( T A G )  a t  t h e  j u n c t i o n  o f  t h e  r e g i o n s  e n c o d i n g  t h e  H A  t a g  a n d  p I I I  p r o t e i n ,  a l l o w i n g  
f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a n t i b o d i e s  i n  t h e i r  s o l u b l e  f o r m  s i m p l y  b y  c h a n g i n g  t h e  s t r a i n  o f  
E .  c o l i  u s e d  f o r  e x p r e s s i o n .  P h a g e  p r o p a g a t i o n  i n  s u p p r e s s o r  s t r a i n s  ( e . g .  X L 1 - B l u e )  
a l l o w  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  f u s e d  t o  t h e  p I I I  p r o t e i n  ( e n c o d e d  b y  
g e n e  H I )  f o r  p h a g e  d i s p l a y .  H o w e v e r ,  i n  m a l e  n o n - s u p p r e s s o r  s t r a i n s  ( e . g .  T o p l O F ' )  
t h i s  s t o p  c o d o n  w i l l  b e  r e a d  a n d  t h u s ,  s o l u b l e  a n t i b o d y  ( i . e .  d e t a c h e d  f r o m  p I I I  
p r o t e i n )  w i l l  b e  p r o d u c e d .  
1  M a l e  E. m l i  
1  H e l p e r  p h a g e  
V L  L  V H  H e  H A  g e n e  I l l  
1  H e l p e r  p h a g e  
F i g u r e  1 . 8 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  p C o m b 3 X  v e c t o r  f o r  p h a g e  d i s p l a y  o f  s c F v ,  
d i a b o d y  o r  F a b  f r a g m e n t s .  T h e  v e c t o r  i s  d e s i g n e d  t o  e x p r e s s  t h e  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  o n  t h e  
s u r f a c e  o f f i l a m e n t o u s  p h a g e ,  w h e r e  t h e  a n t i b o l t y  f r a g m e n t s  a r e  f u s e d  t o  t h e  c a r b o x y  t e r m i n a l  
d o m a i n  o f  t h e  m i n o r  c o a t  p r o t e i n  p I I I .  T h e  p r e s e n c e  o f  t w o  S h i n e - D a l g a m o  ( S D )  s e q u e n c e s  
f a c i l i t a t e  r i b o s o m a l  b i n d i n g  a n d  s u b s e q u e n t  t r a n s l a t i o n  o f  t h e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n s  o f  t h e  
F a b  f r a g m e n t ,  w h i c h  a r e  d i r e c t e d  t o  t h e  p e r i p l o s m  f o r  a s s e m b l y  b y  t h e  p e l R  a n d  n m p A  s i g n a l  
p e p t i d e s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  a m b e r  c o d o n  a l l o w s  f o r  s o l u b l e  a n t i b o d y  e x p r e s s i o n  i n  n o n -  
s u p p r e s s o r  s t r a i n s  o f  b a c t e r i a  a n d  t h e  h i s t i d i n e  ( H i s 6 )  a n d  h e m a g l u t i n i n  ( H A )  p e p t i d e  t a g s  
f a c i l i t a t e  p u r i f i c a t i o n  a n d  d e t e c t i o n .  T r a n s c r i p t i o n  i s  t e r m i n a t e d  v i a  t h e  t r a n s c r i p t i o n  
t e r m i n a t o r  ( t r p ) .  
1 . 5 . 3 . 5  S e l e c t i o n  p r o c e d u r e s  f o r  i s o l a t i o n  o f  p h a g e - d i s p l a y i n g  a n t i b o d i e s  
S e l e c t i o n  o f  p h a g e - d i s p l a y i n g  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  i n v o l v e s  t h e  e n r i c h m e n t  o f  s p e c i f i c  
b i n d i n g  p h a g e  f r o m  a  l a r g e  e x c e s s  o f  n o n - b i n d i n g  c l o n e s .  T h i s  s e l e c t i o n  p r o c e s s  i s  
g e n e r a l l y  p e r f o r m e d  o n  a n t i g e n - i r n m o b i l i s e d  s u r f a c e s  ( i . e .  ' b i o p a n n i n g ' )  f o r  t h e  
i s o l a t i o n  o f  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  f r o m  p h a g e  d i s p l a y  l i b r a r i e s .  H o w e v e r ,  o t h e r  m e t h o d s  
s u c h  a s  s e l e c t i o n  o n  e u k a r y o t i c  c e l l s  ( R a d e r  a n d  B a r b a s ,  1 9 9 7 )  o r  t i s s u e  s e c t i o n s  ( V a n  
E w i j k  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) ,  m a y  b e  r e q u i r e d .  
B i o p a n n i n g  c a n  b e  p e r f o r m e d  o n  a n t i g e n - c o a t e d  i m m u n o t u b e s  ( K r e b b e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) ,  
s i n g l e  m i c r o t i t r e  w e l l s  ( B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) ,  i r n m u n o a f f i n i t y  c o l u m n s  ( H o o g e n b o o m  
a n d  W i n t e r ,  1 9 9 2 )  o r  B i a c o r e  c h i p  s u r f a c e s  ( M a r k s  e t  a l . ,  1 9 9 1 ,  M a l m b o u r g  e t  a l . ,  
1 9 9 6 ) .  T h e  p h a g e  r e p e r t o i r e  a r e  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  i r n m o b i l i s e d  a n t i g e n  o f  i n t e r e s t  
a n d  n o n - s p e c i f i c  u n b o u n d  p h a g e  a r e  e l i m i n a t e d  b y  s t r i n g e n t  w a s h i n g  ( F i g u r e  1 . 9 ) .  
S p e c i f i c  b o u n d  p h a g e  c a n  b e  r e t r i e v e d  b y  e l u t i o n  w i t h  a c i d i c  ( K r e b b e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 )  o r  
b a s i c  ( M a r k s  e t  a l . ,  1 9 9 1 )  s o l u t i o n s ;  w i t h  e x c e s s  c o m p e t i n g  a n t i g e n  ( C l a c k s o n  e t  a l . ,  
1 9 9 1 ;  B u n n e s t e r  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) ;  b y  p a s s i v e  b a c t e r i a l  e l u t i o n  ( W i n d  e t  a l . ,  1 9 9 7 )  o r  
f o l l o w i n g  e n z y m a t i c  c l e a v a g e  o f  a  p r o t e a s e - s e n s i t i v e  s i t e  e n g i n e e r e d  b e t w e e n  t h e  
a n t i b o d y  a n d  g e n e  I I I  s e q u e n c e  ( W a r d  e t  a 1 . , 1 9 9 6 ;  B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  E l u t e d  p h a g e  
a r e  i n f e c t e d  i n t o  b a c t e r i a ,  w h i c h  a r e  a m p l i f i e d  p r i o r  t o  p h a g e  r e s c u e  b y  c o i n f e c t i o n  
w i t h  h e l p e r  p h a g e .  T h e  r e s u l t i n g  p h a g e  p a r t i c l e s  a r e  p r e c i p i t a t e d  f r o m  t h e  c u l t u r e  
s u p e r n a t a n t  a n d  a r e  s u b j e c t e d  t o  t h e  n e x t  r o u n d  o f  s e l e c t i o n .  N o r m a l l y  t h r e e  t o  f o u r  
r o u n d s  o f  s e l e c t i o n s  a r e  p e r f o r m e d  t o  e n r i c h  f o r  s p e c i f i c  p h a g e  ( K o n t e r m a n n  e t  a l . ,  
2 0 0 1 )  a n d  p o s i t i v e  b i n d e r s  c a n  b e  m o n i t o r e d  t h r o u g h o u t  t h e  p r o c e s s  b y  E L I S A .  
( i )  P h a g e  r e p e r t o i r e  
( v i i )  A m p l i f i c a t i o n  o t  i n t e c t e d  
P h a g e  
s e l e c t i o n  c y c l e  
( i i )  l m m u n o t u b e  
s e l e c t i o n  
( v i )  R e - i n t e c t i o n  o f  ~ p % ~ i f l C  
p h a g e  i n t o  b a c t e r i a  
I l i i l  R e m o v a l  o t  n o n -  
.  ,  
s p e c i f i c  p h a g e  
Y U  
( v )  A n a l y s i s  b y  p h a g e  E L S A  
( i v )  E l u t l o n  o f  s p e c i f i c  
p h a g e  
F i g u r e  1 . 9 .  D i a g r a m m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  s t e p s  i n v o l v e d  i n  t h e  ' b i o p a n n i n g '  o f  
c o r n b i n a t o r i a l  p h a g e - d i s p l a y e d  l i b r a r i e s .  ( i )  T h e  p h a g e  r e p e r t o i r e  ( i i )  i s  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  
a n t i g e n  o f  i n t e r e s t  i m m o b i l i s e d  o n  a  s o l i d  s u p p o r t .  ( i i i )  N o n - s p e c i f i c  p h a g e  a r e  r e m o v e d  b y  
w a s h i n g  a n d  ( i v )  s p e c i f i c a l l y  b o u n d  p h a g e  a r e  e l u t e d  u s i n g  v a r i o u s  c o n d i t i o n s .  ( i v )  E l u t e d  
p h a g e  c a n  b e  m o n i t o r e d  f o r  s p e c i f i c  b i n d i n g  t o  a n t i g e n  b y  E L I S A  ( v i )  b e f o r e  t h e y  a r e  
r e i n f e c t e d  i n t o  b a c t e r i a ,  ( v i i )  w h i c h  a r e  a m p l i f i e d  f o r  f u r t h e r  r o u n d s  o f  s e l e c t i o n  a n d  
e n r i c h m e n t .  
1 . 5 . 3 . 6  A n t i b o d y  e n g i n e e r i n g  
T h e  m a j o r  a d v a n t a g e  o f  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  t e c h n o l o g y  i s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  
i m p r o v i n g  t h e  p r o p e r t i e s  o f  e x i s t i n g  a n t i b o d y  f r a g m e n t s .  O n c e  a  s p e c i f i c  a n t i b o d y  i s  
i s o l a t e d  f r o m  a  l i b r a r y ,  t h e  d o m a i n s  o f  a n  a n t i b o d y  f r a g m e n t  c a n  b e  f u r t h e r  e n g i n e e r e d  
i n  a  n u m b e r  o f  w a y s  t o  p r o d u c e  a n t i b o d i e s  w i t h  l o w e r  i r n r n u n o g e n i c i t y  ( T h o m p s o n  e t  
a l . ,  1 9 9 8 ) ,  h i g h e r  a f f i n i t y  ( M a r k s  e t  a l . ,  1 9 9 2 ;  L o w  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  S c h i e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 3 ,  
a l t e r e d  a n t i g e n i c  s p e c i f i c i t y  ( O h l i n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ,  P a r s o n s  e t  a l . ,  1 9 9 6 )  o r  e n h a n c e d  
s t a b i l i t y  ( R e i t e r  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  M a r t i n e a u  a n d  B e t t o n  1 9 9 9 ,  W o r n  a n d  P l u c k t h u n  1 9 9 9 ) .  
S e v e r a l  s t r a t e g i e s  h a v e  b e e n  a p p l i e d  t o  i m p r o v e  t h e  a f f i n i t y  o f  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  b y  
r a n d o m  m e a n s ,  i n c l u d i n g  c h a i n  s h u f f l i n g ,  D N A  s h u f f l i n g ,  e r r o r - p r o n e  P C R  a n d  
m u t a t o r  s t r a i n s  o r  b y  s i t e - d i r e c t e d  b a s e d  m u t a g e n e s i s .  
T h e  m e t h o d  o f  c h a i n  s h u f f l i n g  w a s  o r i g i n a l l y  p r o p o s e d  i n  1 9 8 9  b y  H u s e  a n d  
c o l l e a g u e s  a n d  i n v o l v e s  t h e  r e - c l o n i n g  o f  t h e  g e n e  f o r  o n e  o f  t h e  v a r i a b l e  d o m a i n s  
( e . g .  V H )  i n t o  a  r e p e r t o i r e  o f  g e n e s  f o r  t h e  o t h e r  c h a i n  ( e . g .  V L ) .  T h e  r e s u l t i n g  m u t a n t  
l i b r a r y  c o n t a i n s  t h e  V H  d o m a i n  g e n e  o f  t h e  p a r e n t  a n t i b o d y  a n d  r a n d o m  V L  c h a i n  
g e n e s .  F o l l o w i n g  s u b s e q u e n t  s c r e e n i n g  o f  t h e  m u t a n t  l i b r a r y  a g a i n s t  t h e  t a r g e t  o f  
i n t e r e s t ,  i s o l a t e d  s p e c i f i c  c l o n e s  w i t h  i m p r o v e d  b i n d i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  a r e  s u b j e c t  t o  
h e a v y  c h a i n  s h u f f l i n g .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  s e l e c t e d  a n t i b o d i e s  w i t h  n e w  V L  d o m a i n s  a r e  
c l o n e d  i n t o  a  r e p e r t o i r e  o f  V H  c h a i n  g e n e s .  H o w e v e r ,  i n  o r d e r  t o  m a i n t a i n  t h e  
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  p a r e n t  s c F v ,  t h e  C D R 3  r e g i o n  o f  t h e  V H  c h a i n  m u s t  b e  c o n s e r v e d .  
T h i s  m e t h o d  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  a n d  h a s  r e s u l t e d  i n  a n t i b o d i e s  d i s p l a y i n g  
2 0 - f o l d  ( M a r k s  e t  a l . ,  1 9 9 2 )  i m p r o v e m e n t  i n  a f f i n i t y .  S c h i e r  e t  a l .  ( 1 9 9 6 a )  d e s c r i b e d  a  
6 - f o l d  i n c r e a s e  i n  a  h u m a n  s c F v  s p e c i f i c  f o r  t h e  t u m o u r  a n t i g e n  c - e r b B - 2  b y  l i g h t  
c h a i n  s h u f f l i n g  a n d  5 - f o l d  b y  s u b s e q u e n t  h e a v y  c h a i n  s h u f f l i n g .  H o w e v e r ,  t h e  
t e c h n i q u e  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  l a r g e  h i g h l y  d i v e r s e  v a r i a b l e  d o m a i n  
l i b r a r i e s ,  i n  o r d e r  t o  s u p p l y  s u f f i c i e n t  s e q u e n c e  v a r i a t i o n  f o r  i m p r o v e d  a f f i n i t y .  
R a n d o m  m u t a g e n e s i s  t e c h n i q u e s ,  s u c h  a s  e r r o r - p r o n e  P C R ,  m i m i c  t h e  i n  v i v o  p r o c e s s  
o f  s o m a t i c  h y p e r m u t a t i o n  b y  p r o v i d i n g  v a r i a b l e  g e n e  d i v e r s i f i c a t i o n  b y  r a n d o m l y  
i n t r o d u c i n g  m u t a t i o n s  t h r o u g h o u t  a n  a n t i b o d y  s e q u e n c e .  E r r o r - p r o n e  P C R s  a r e  
p e r f o r m e d  u s i n g  D N A  p o l y m e r a s e s  w i t h  r e d u c e d  f i d e l i t y ,  r e s u l t i n g  i n  r a n d o m  
i n s e r t i o n s ,  d e l e t i o n s  a n d  s u b s t i t u t i o n s  i n  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e .  T h e  t e c h n i q u e  h a s  
b e e n  s u c c e s s f u l l y  e m p l o y e d  t o  g e n e r a t e  a n t i b o d i e s  w i t h  a l t e r e d  s p e c i f i c i t y  ( K o r p i m i i k i  
e t  a l . ,  2 0 0 2 )  a n d  i n c r e a s e d  a f f i n i t y  ( H a w k i n s  e t  a l . ,  1 9 9 2 ) .  A l t h o u g h  c e r t a i n  m u t a t i o n s  
m a y  r e s u l t  i n  i m p r o v e d  a f f i n i t y ,  s o m e  m u t a t i o n s  m a y  b e  d e t r i m e n t a l  t o  t h e  a n t i b o d y  
f u n c t i o n ,  a n d  t h u s ,  t h e  n u m b e r  o f  e r r o r s  i n t r o d u c e d  s h o u l d  b e  k e p t  t o  a  m i n i m u m .  
D N A  s h u f f l i n g ,  w h i c h  i n v o l v e s  t h e  r e c o m b i n a t i o n  o f  m u t a t i o n s  c r e a t e d  b y  e r r o r - p r o n e  
P C R  ( S t e r n r n e r  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  C r a m e r i  e t  a l . ,  1 9 9 6 )  a n d  b a c t e r i a l  m u t a t o r  s t r a i n s  ( L o w  
e t  a l . ,  1 9 9 6 )  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  f o r  a f f i n i t y  m a t u r a t i o n  o f  p h a g e - d i s p l a y e d  
a n t i b o d i e s .  
T h e  r a n d o m  a p p r o a c h e s  d i s c u s s e d  h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  u s e d  t o  m a t u r e  s o m e  
a n t i b o d i e s  w i t h  r e l a t i v e l y  l o w  s t a r t i n g  a f f i n i t y .  H o w e v e r ,  l i t t l e  u s e f u l  i n f o r m a t i o n  i s  
g e n e r a t e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  l o c a t i o n  o f  m u t a t i o n s  t h a t  m o d u l a t e  a f f i n i t y .  D i r e c t e d  
m o d i f i c a t i o n s  t o  d e f i n e d  r e s i d u e s  o r  r e g i o n s  o f  t h e  v a r i a b l e  g e n e s  u s i n g  c o d o n - b a s e d  
m u t a g e n e s i s ,  o l i g o n u c l e o t i d e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  a n d  P C R  t e c h n i q u e s  ( G l a s e r  e t  a l . ,  
1 9 9 2 ;  V i r n e k a s  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  J a c k s o n  e t  a l . ,  1 9 9 5 ;  Y a n g  e t  a l . ,  1 9 9 5 ;  S c h i e r  e t  a l . ,  
1 9 9 6 ~ )  a l l o w  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  c o n s e r v e d  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  r e s i d u e s  a s  
w e l l  a s  t h o s e  t h a t  m o d u l a t e  a f f i n i t y .  T h e  t e c h n i q u e  o f  s i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  
i n v o l v e s  t h e  s p e c i f i c  m u t a t i o n  o f  o n e  o r  m o r e  o f  t h e  a m i n o  a c i d s  i n  t h e  a n t i b o d y  
s e q u e n c e .  D i r e c t e d  m u t a t i o n s  o f  t h e  c o m p l e m e n t a r i t y  d e t e r m i n i n g  r e g i o n s  o f  a n  
a n t i b o d y  h a v e  p r o v e n  t o  b e  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  i n  r e g a r d s  t o  i m p r o v e m e n t s  i n  a n t i b o d y  
a f f i n i t y .  T h e  m u t a t i o n  o f  r e s i d u e s  i n  C D R s  m a y  r e s u l t  i n  i n c r e a s e d  a f f i n i t y  b y  
i n t r o d u c i n g  n e w  c o n t a c t  r e s i d u e s  o r  b y  r e p l a c i n g  l o w  a f f i n i t y  o r  ' r e p u l s i v e '  c o n t a c t  
r e s i d u e s  ( K o n t e m a n n ,  2 0 0 1 )  b u t  m u t a t i o n s  o f  C D R s  ( p a r t i c u l a r l y  i n  C D R L 3  a n d  
C D R H 3 )  c a n  a l s o  a b o l i s h  a n t i g e n  b i n d i n g .  Y a n g  e t  a l .  ( 1 9 9 5 )  r e p o r t e d  a  4 2 0 - f o l d  
i n c r e a s e  i n  a f f i n i t y  o f  a n  a n t i - g p l 2 0  F a b  f r a g m e n t  f o l l o w i n g  m u t a t i o n  o f  f o u r  C D R s .  
S c h i e r  e t  a l . ,  ( 1 9 9 6 ~ )  a l s o  d e s c r i b e d  t h e  m u t a t i o n  o f  C D R 3  r e g i o n s  o f  v a r i a b l e  l i g h t  
( V L )  a n d  h e a v y  ( V H )  o f  a  h u m a n  s c F v  s p e c i f i c  f o r  t h e  t u r n o u r  a n t i g e n  c - e r b B - 2 ,  w h i c h  
y i e l d e d  a n  s c F v  w i t h  a  1 , 2 3 0 - f o l d  i n c r e a s e  i n  a n t i b o d y  a f f i n i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  
w i l d t y p e  s c F v .  
W i t h  t h e  a d v e n l  o r  r e c o l u b i ~ ~ a ~ l  l l i b o d y  ~ e c h n u l o g y  a n d  t h e  d e v e l o p i l l e n t  o f  n e w  
e x p r e s s i o n  v e c t o r s ,  i t  i s  n o w  a l s o  p o s s i b l e  t o  L i n k  t h e  a n t i b o d y  f r a g m e n t  t o  a n  e n z y m e  
a l l o w i n g  d i r e c t  d e t e c t i o n  o r  t o  v a r i o u s  p e p t i d e  t a g s  ( e . g .  h i s t i d i n e ,  h e m a g g l u t i n i n ,  
b i o t i n  a c c e p t o r  d o m a i n )  t o  f a c i l i t a t e  p u r i f i c a t i o n ,  d e t e c t i o n  a n d  o r i e n t a t e d  
i m m o b i l i s a t i o n  ( K r e b b e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ,  B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  W a r r e n  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
A n t i b o d y  e n g i n e e r i n g  t e c h n i q u e s  h a v e  a l s o  b e e n  e m p l o y e d  t o  m a n i p u l a t e  t h e  
f r a g m e n t s  t o  c r e a t e  d i m e r i c ,  t r i m e r i c  a n d  m u l t i m e r i c  s c F v s  b y  r e d u c i n g  o r  c o m p l e t e l y  
r e m o v i n g  t h e  p e p t i d e  l i n k e r  b e t w e e n  t h e  v a r i a b l e  f r a g m e n t s  ( H o l l i g e r  e t  a l . ,  1 9 9 3 a ) ,  
y i e l d i n g  m u l t i v a l e n t  f r a g m e n t s  w i t h  i n c r e a s e d  f u n c t i o n a l  b i n d i n g  a f f i n i t y  ( a v i d i t y )  f o r  
a n t i g e n  c o m p a r a t i v e  t o  t h e i r  m o n o v a l e n t  c o u n t e r p a r t s .  T h e s e  m u l t i m e r i c  m o l e c u l e s  
c a n  b e  s p e c i f i c  f o r  o n e  p a r t i c u l a r  t a r g e t  a n t i g e n  o r  h a v e  m u l t i p l e  s p e c i f i c i t i e s  t o  
d i f f e r e n t  a n t i g e n s ,  b y  a s s o c i a t i n g  d i f f e r e n t  s c F v  m o l e c u l e s  d e r i v e d  f r o m  d i f f e r e n t  
p a r e n t a l  a n t i b o d i e s  ( H o l l i g e r  e t  a l . ,  1 9 9 3 ~ ) .  T h e  r a n g e  o f  a n t i b o d y  f o r m a t s  a c h i e v e d  
b y  c o m b i n i n g  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  i s  v i r t u a l l y  u n l i m i t e d .  
1 . 6  E n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y s  
E n z y m e  i m r n u n o a s s a y s  e x p l o i t  b o t h  t h e  s p e c i f i c  a n d  s e n s i t i v e  i n t e r a c t i o n  o f  a n  
a n t i b o d y  t o  i t s  c o r r e s p o n d i n g  a n t i g e n  a n d  t h e  e x t r e m e l y  c a t a l y t i c  p o w e r  a n d  
s p e c i f i c i t y  o f  e n z y m e s .  T h e  t e c h n i q u e  h a s  b e e n  c o m m o n l y  u s e d  i n  a n a l y t i c a l  
b i o c h e m i s t r y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a  w i d e  r a n g e  o f  c o m p o u n d s  a n d  f a c i l i t a t e s  t h e  
d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d y - a n t i g e n  c o m p l e x e s  b y  l a b e l l i n g  o n e  o f  t h e  r e a c t a n t s  w i t h  a n  
e n z y m e  ( e . g .  h o r s e  r a d i s h  p e r o x i d a s e  ( H R P )  o r  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( A P ) ) .  
E n z y m e  i m m u n o a s s a y s  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  t w o  c a t e g o r i e s ,  h e t e r o g e n o u s  o r  
h o m o g e n o u s .  H o m o g e n o u s  a s s a y s  a r e  c a m e d  o u t  i n  s o l u t i o n  a n d  d o  n o t  i n v o l v e  t h e  
s e p a r a t i o n  o f  r e a c t a n t s ,  w h e r e a s  h e t e r o g e n o u s  a s s a y s  i n v o l v e  t h e  i m m o b i l i s a t i o n  o f  
o n e  o f  t h e  r e a g e n t s  o n  a  s o l i d  p h a s e  a n d  t h e  r e m o v a l  o f  u m e a c t e d  r e a g e n t s  p r i o r  t o  
m e a s u r e m e n t  ( e . g .  E n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y s  ( E L I S A ) ;  O ' K e n n e d y ,  
1 9 8 9 ) .  A n  E L I S A  i n v o l v e s  t h e  i m m o b i l i s a t i o n  o f  a n  a n t i g e n  o r  a n t i b o d y  o n t o  a  s o l i d  
s u p p o r t  ( e . g .  m i c r o t i t r e  p l a t e ) ,  w h e r e  i t  s e r v e s  t o  c a p t u r e  t h e  c o m p l e m e n t a r y  e n z y m e -  
l a b e l l e d  r e a c t a n t  f r o m  t h e  s a m p l e .  B y  m e a s u r i n g  t h e  e x t e n t  o f  e n z y m a t i c  r e a c t i o n  t h e  
a c t i v i t y  o r  c o n c e n t r a t i o n  o f  i m m u n o r e a c t a n t  i n  t h e  t e s t  s a m p l e  c a n  b e  d e t e r m i n e d .  T h e  
m a j o r i t y  o f  t h e  a s s a y s  d e v e l o p e d  d u r i n g  t h e  r e s e a r c h  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s  e m p l o y e d  
i m m o b i l i s e d  a n t i g e n  a n d  t h u s ,  t h i s  f o r m a t  i s  d e s c r i b e d  w i t h i n  t h e  f o l l o w i n g  t e x t .  
B o t h  c o m p e t i t i v e  a n d  n o n - c o m p e t i t i v e  E L I S A  f o r m a t s  e x i s t .  N o n - c o m p e t i t i v e  f o r m a t s  
a r e  g e n e r a l l y  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t i b o d y  i n  a  s a m p l e ,  a s  
l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 1 0  ( A ) .  F o l l o w i n g  b i n d i n g  o f  a n  a n t i b o d y  t o  i t s  s p e c i f i c  
i r n m o b i l i s e d  a n t i g e n ,  r e s u l t i n g  a n t i b o d y - a n t i g e n  c o m p l e x e s  c a n  t h e n  b e  d e t e c t e d  
d i r e c t l y  b y  u s i n g  a  l a b e l l e d  a n t i b o d y  o r  i n d i r e c t l y  u s i n g  a  s p e c i e s -  o r  p e p t i d e  t a g -  
s p e c i f i c  e n z y m e - l a b e l l e d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y .  I n  t h i s  f o r m a t  t h e  r a t e  o f  a n t i g e n -  
a n t i b o d y  c o m p l e x  f o r m a t i o n  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  l a b e l l e d  
r e a g e n t s  ( T i j s s e n ,  1 9 8 5 ) .  
C o m p e t i t i v e  a s s a y s ,  a s  t h e  n a m e  s u g g e s t s ,  i n v o l v e  t h e  c o m p e t i t i o n  o f  f r e e  a n t i g e n  i n  
s o l u t i o n  w i t h  i m m o b i l i s e d  a n t i g e n  f o r  a n t i b o d y  b i n d i n g  s i t e s  ( F i g u r e  1 . 1 0  ( B ) ) .  
B i n d i n g  o f  t h e  e n z y m e - l a b e l l e d  a n t i b o d y  t o  t h e  i r n r n o b i l i s e d  a n t i g e n  i s  i n h i b i t e d  b y  
a d d i t i o n  o f  f r e e  a n t i g e n  a n d  t h u s ,  t h e  r e s u l t i n g  e n z y m e  s i g n a l  i s  i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  
t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  a n t i g e n  i n  t h e  s a m p l e  s o l u t i o n .  A b s o r b a n c e  v a l u e s  c a n  b e  
p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  a n t i g e n  c o n c e n t r a t i o n  t o  c r e a t e  a  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e ,  
f a c i l i t a t i n g  q u a n t i t a t i v e  d e t e c t i o n  o f  t h e  a n t i g e n  w i t h  r e f e r e n c e  t o  t h i s  s t a n d a r d  c u r v e  
( T i j s s e n ,  1 9 8 5 ) .  I n  t h i s  f o r m a t ,  a s s a y  s e n s i t i v i t y  i s  a  f u n c t i o n  o f  b o t h  a n t i b o d y  a f f i n i t y  
a n d  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  b o t h  i m r n o b i l i s e d  a n t i g e n  a n d  f r e e  a n t i g e n  i n  s o l u t i o n .  T h u s ,  
h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i m r n o b i l i s e d  a n t i g e n  c a n  r e s u l t  i n  u n f a i r  b i n d i n g  b i a s  t o w a r d s  
t h e  i m m o b i l i s e d  a n t i g e n  a n d  r e d u c e  s e n s i t i v i t y  t o  f r e e  a n t i g e n  i n  s o l u t i o n .  S i m i l a r l y ,  
h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a n t i b o d y  w i l l  r e q u i r e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f r e e  a n t i g e n  i n  
s o l u t i o n  t o  i n h i b i t  i t s  b i n d i n g  t o  i m r n o b i l i s e d  a n t i g e n ,  r e s u l t i n g  i n  d e c r e a s e d  a s s a y  
s e n s i t i v i t y .  T h u s ,  b o t h  a n t i b o d y  a n d  i r n r n o b i l i s e d  a n t i g e n  c o n c e n t r a t i o n s  m u s t  b e  
o p t i m i s e d  a c c o r d i n g l y .  
( 1 )  l m m o b i l l s a t i o n  o f  
a n t l g e n  
( I i )  A d d i t l o n  o f  b l o c k l n g  
s o l u t i o n  
( v )  A d d i t i o n  o f  c h r o m o g e n i c  
s u b s t r a t e  
( i v )  A d d i t i o n  o f  e n z y m e l a b e l l e d  
s e c o n d a r y  a n t i b o d y  
( i i i )  A d d i t l o n  o f  s p e c i f i c  
a n t i b o d y  
F i g u r e  1 . 1 0 .  ( A )  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i o n  o f  a  t y p i c a l  n o n - c o m p e t i t i v e  i n d i r e c t  E L Z S A .  ( i )  T h e  
w e l l s  o f  a n  i m m u n o p l a t e  a r e  c o a t e d  w i t h  t h e  a n t i g e n  o f  i n t e r e s t .  ( i i )  A n y  r e m a i n i n g  u n r e a c t e d  
s i t e s  a r e  t h e n  b l o c k e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  a  b l o c k i n g  s o l u t i o n  ( g e n e r a l l y  a  p r o t e i n  s o l u t i o n )  t o  
e l i m i n a t e  a n y  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g .  ( i i i )  S p e c i f i c  a n t i b o d y ,  a t  t h e  r e q u i r e d  d i l u t i o n  i s  a d d e d  t o  
t h e  p l a t e  a n d  ( i v )  b o u n d  a n t i b o d y  i s  d e t e c t e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  a  s p e c i e s -  o r  p e p t i d e  t a g -  
s p e c i f i c  e n z y m e - l a b e l l e d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y .  ( v )  F o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  a  c h r o m o g e n i c  
s u b s t r a t e ,  a  c o l o u r  d e v e l o p s ,  w h i c h  i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  s p e c i f i c  a n t i b o d y  
p r e s e n t .  E a c h  s t e p  r e q u i r e s  a n  i n c u b a t i o n  p e r i o d  ( g e n e r a l l y  o n e  h o u r  a t  3 7 O C  o r  o v e r n i g h t  a t  
4 O C ) ,  w h i c h  i s  f o l l o w e d  b y  w a s h i n g  p r o c e d u r e s  t o  r e m o v e  a n y  u n b o u n d  r e a g e n t s .  
( 1 )  i m m o b l l i s a t l o n  o f  
a n t l g e n  
( v )  A d d i t i o n  o f  c h r o m o g e n i c  
s u b s t r a t e  
( i i )  A d d i t i o n  o f  b l o c k i n g  
s o l u t l o n  
( i v )  A d d i t i o n  o f  e n z y m e l a b e l l e d  
s e c o n d a r y  a n t i b o d y  
( i l l )  A d d i t i o n  o f  s p e c l f i c  
a n t i b o d y  a n d  f r e e  a n t l g e n  
F i g u r e  1 . 1 0 .  ( B )  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i o n  o f  a  t y p i c a l  c o m p e t i t i v e  i n d i r e c t  E L I S A .  ( i )  T h e  w e l l s  
o f  a n  i m m u n o p l a t e  a r e  c o a t e d  w i t h  t h e  a n t i g e n  o f  i n t e r e s t .  ( i i )  A n y  r e m a i n i n g  u n r e a c t e d  s i t e s  
a r e  t h e n  b l o c k e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  a  b l o c k i n g  s o l u t i o n  ( g e n e r a l l y  a  p r o t e i n  s o l u t i o n )  t o  
e l i m i n a t e  a n y  n o n - s p e c @  b i n d i n g .  ( i i i )  S p e c @  a n t i b o d y  a n d  f r e e  a n t i g e n  a r e  a d d e d  t o  t h e  
p l a t e  a n d  p e e  a n d  i m m o b i l i s e d  a n t i g e n s  c o m p e t e  f o r  b i n d i n g  t o  t h e  a n t i b o d y .  ( i v )  B o u n d  
a n t i b o h  i s  d e t e c t e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  a  s p e c i e s -  o r  p e p t i d e  t a g - s p e c @  e n z y m e - l a b e l l e d  
s e c o n d a r y  a n t i b o d y .  ( v )  F o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  a  c h r o m o g e n i c  s u b s t r a t e ,  a  c o l o u r  d e v e l o p s ,  
w h i c h  i s  i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  f r e e  a n t i g e n  p r e s e n t .  E a c h  s t e p  r e q u i r e s  a n  
i n c u b a t i o n  p e r i o d  ( g e n e r a l l y  o n e  h o u r  a t  3 7 ° C  o r  o v e r n i g h t  a t  4 " C ) ,  w h i c h  i s  f o l l o w e d  b y  
w a s h i n g  p r o c e d u r e s  t o  r e m o v e  a n y  u n b o u n d  r e a g e n t s .  
1 . 7  B i a c o r e  
T h e  o p t i c a l  p h e n o m e n o n  o f  s u r f a c e  p l a s m o n  r e s o n a n c e  ( S P R )  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l l y  
a p p l i e d  t o  v a r i o u s  b i o s e n s o r s  w i t h  n u m e r o u s  a p p l i c a t i o n s .  A l t h o u g h  s e v e r a l  
c o m m e r c i a l  b i o s e n s o r s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  u s i n g  S P R  t e c h n o l o g y  a s  t h e i r  d e t e c t i o n  
m e t h o d ,  t h e  ~ i a c o r e ~ ~  s y s t e m ,  f i r s t  l a u n c h e d  b y  P h a r m a c i a A B  ( n o w  G E  H e a l t h c a r e )  
i n  1 9 9 0 ,  h a s  p r o v e n  t o  b e  a n  e x t r e m e l y  v a l u a b l e  t o o l  f o r  a n t i b o d y - a n t i g e n  i n t e r a c t i o n  
a n a l y s i s .  
T h e  p h e n o m e n o n  o f  S P R  o c c u r s  a s  a  r e s u l t  o f  t o t a l  i n t e r n a l  r e f l e c t i o n  ( T I R )  o f  l i g h t  
( K r e t s c h m a m  a n d  R a e t h e r ,  1 9 6 8 ;  L i e d b e r g  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  W h e n  a  p l a n e - p o l a r i s e d  l i g h t  
b e a m  p r o p a g a t e s  i n  a  m e d i u m  o f  t h e  h i g h e r  r e f r a c t i v e  i n d e x  ( e . g .  g l a s s )  a n d  m e e t s  a n  
i n t e r f a c e  w i t h  a  m e d i u m  o f  l o w e r  r e f r a c t i v e  i n d e x  ( e . g .  s a m p l e  s o l u t i o n ) ,  t h e  l i g h t  i s  
t o t a l l y  i n t e r n a l l y  r e f r a c t e d ,  a b o v e  a  c e r t a i n  a n g l e  ( F i g u r e  1 . 1 1 ) .  U n d e r  c o n d i t i o n s  o f  
T I R  a n  e l e c t r o m a g n e t i c  f i e l d  c o m p o n e n t ,  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  e v a n e s c e n t  w a v e ,  
p e n e t r a t e s  i n t o  t h e  m e d i u m  o f  l o w e r  r e f r a c t i v e  i n d e x  a  s h o r t  d i s t a n c e  i n  o r d e r  o f  o n e  
w a v e l e n g t h  ( D i l l o n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  A s  t h e  e v a n e s c e n t  w a v e  m o v e s  f u r t h e r  a w a y  f r o m  
t h e  i n t e r f a c e  i n t o  t h e  l o w e r  d e n s e  m e d i u m  t h e  w a v e  d e c a y s  e x p o n e n t i a l l y .  H o w e v e r ,  i f  
t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  m e d i a  i s  c o a t e d  w i t h  a  t h i n  l a y e r  o f  m e t a l  ( i . e .  g o l d  i n  t h e  
c a s e  o f  t h e  B i a c o r e  i n s t r u m e n t ) ,  t h e  e v a n e s c e n t  w a v e  i n t e r a c t s  w i t h  e l e c t r o n  c l o u d s ,  
r e f e r r e d  t o  a s  p l a s m o n s ,  o n  t h e  m e t a l  l a y e r .  T h i s  c a u s e s  t h e  p l a s m o n s  t o  r e s o n a t e  
w h i c h  r e s u l t s  i n  a  q u a n t u m  m e c h a n i c a l  w a v e  k n o w n  a s  t h e  s u r f a c e  p l a s m o n  w a v e .  
S o m e  o f  t h e  e n e r g y  o f  t h e  r e f l e c t e d  l i g h t  ( i n c i d e n t  l i g h t )  i s  t a k e n  u p  b y  t h e  s u r f a c e  
p l a s m o n  w a v e  r e s u l t i n g  i n  a  d i p  i n  t h e  i n t e n s i t y  o f  r e f l e c t e d  l i g h t  a t  a  c e r t a i n  a n g l e  
b e i n g  o b s e r v e d  ( P a n a y o t o u  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  T h e  s p e c i f i c  a n g l e  a t  w h i c h  S P R  o c c u r s  i s  
k n o w n  a s  t h e  S P R  a n g l e  ( 0 s ~ ~ ) .  A  l i n e a r  c o r r e l a t i o n  e x i s t s  b e t w e e n  r e s o n a n c e  a n g l e  
s h i f t  a n d  s u r f a c e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  a l l o w i n g  f o r  t h e  ' r e a l - t i m e '  d e t e c t i o n  o f  m a s s  
c h a n g e s  w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  l a b e l l i n g  ( H u t c h i n s o n ,  1 9 9 5 ) .  T h u s ,  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  
b i o m o l e c u l e s  ( e . g .  a n t i b o d y  b i n d i n g  a n t i g e n )  a t  t h e  m e t a l  s u r f a c e  c a u s e s  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  m a s s  a t  t h e  s u r f a c e  w h i c h  i n  t u r n  c a u s e s  a  c h a n g e  i n  r e f r a c t i v e  i n d e x ,  w h i c h  
r e s u l t s  i n  a  s h i f t  i n  t h e  S P R  a n g l e  ( F i g u r e  1 . 1 2 ) .  T h e s e  c h a n g e s  a r e  m o n i t o r e d  
c o n t i n u o u s l y  b y  t h e  B i a c o r e  i n s t r u m e n t  a n d  p r e s e n t e d  i n  a  s e n s o g r a m ,  w h e r e  t h e  
c h a n g e  i n  S P R  a n g l e  ( e x p r e s s e d  a s  r e s o n a n c e  u n i t s )  i s  p l o t t e d  a s  a  f u n c t i o n  o f  t i m e .  A  
r e s p o n s e  o f  1 , 0 0 0  R U  i s  a p p r o x i m a t e l y  e q u i v a l e n t  t o  a  c h a n g e  o f  O . l ° C  i n  t h e  S P R  
a n g l e  ( O S P R ) ,  w h i c h  c o r r e l a t e s  t o  a b o u t  l n g / m m 2  i n  s u r f a c e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  
( S t e n b e r g  e b a l . ,  1 9 9 1 ) .  
P o l a r i s e d  l i g h t  
-7 
E v a n e s c e n t  w a v e  
M e t a l  f i l m  
R e f l e c t e d  l i g h t  
F i g u r e  1 . 1 1 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  p h e n o m e n o n  o f  S P R  o c c u r s  a t  t h e  i n t e # a c e  o f  
t w o  m e d i a  o f  d i f f e r e n t  r e f r a c t i v e  i n d e x .  W h e n  a  p l a n e - p o l a r i s e d  l i g h t  b e a m  p r o p a g a t e s  i n  a  
m e d i u m  o f  t h e  h i g h e r  r e f r a c t i v e  i n d e x  ( e . g .  g l a s s )  a n d  m e e t s  a n  i n t e $ a c e  w i t h  a  m e d i u m  o f  
l o w e r  r e f r a c t i v e  i n d e x  ( e . g .  s a m p l e  s o l u t i o n ) ,  t h e  l i g h t  i s  t o t a l l y  i n t e r n a l l y  r e f r a c t e d ,  a b o v e  a  
c e r t a i n  a n g l e .  U n d e r  c o n d i t i o n s  o f  T Z R  a n  e l e c t r o m a g n e t i c  f i e l d  c o m p o n e n t ,  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  
e v a n e s c e n t  w a v e ,  p e n e t r a t e s  i n t o  t h e  m e d i u m  o f  l o w e r  r e f r a c t i v e  i n d e x  a  s h o r t  d i s t a n c e  i n  
o r d e r  o f  o n e  w a v e l e n g t h .  W h e n  t h e  i n t e g a c e  b e t w e e n  t h e  m e d i a  i s  c o a t e d  w i t h  a  t h i n  l a y e r  o f  
m e t a l ,  t h e  e v a n e s c e n t  w a v e  i n t e r a c t s  w i t h  e l e c t r o n  c l o u d s ,  r e f e r r e d  t o  a s  p l a s m o n s ,  o n  t h e  
m e t a l  l a y e r .  T h i s  c a u s e s  t h e  p l a s m o n s  t o  r e s o n a t e  w h i c h  r e s u l t s  i n  a  q u a n t u m  m e c h a n i c a l  
w a v e  k n o w n  a s  t h e  s u # a c e  p l a s m o n  w a v e .  S o m e  o f  t h e  e n e r g y  o f  t h e  r e f l e c t e d  l i g h t  ( i n c i d e n t  
l i g h t )  i s  t a k e n  u p  b y  t h e  s u r f a c e  p l a s m o n  w a v e  r e s u l t i n g  i n  a  d i p  i n  t h e  i n t e n s i t y  o f  r e f l e c t e d  
l i g h t  a t  a  c e r t a i n  a n g l e  b e i n g  o b s e r v e d .  
T h e  S P R - b a s e d  ~ i a c o r e ~  i n s t r u m e n t s  e m p l o y  a  s e n s o r  c h i p s  w i t h  i n t e g r a t e d  
m i c r o f l u i d i c s ,  a n  a u t o s a m p l e r  a n d  a n  o p t i c a l  d e t e c t i o n  u n i t  w i t h  c o n t r o l  s o f t w a r e .  
T h c r c  a r e  a  v a r i e t y  o f  I 3 i n c o r e T M  s e n s o r  c h i p s  a v a i l a b l e  ( w w w . b i a c o r e . c o m )  f o r  
v a r i o u s  a p p l i c a t i o n s  a n d  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e s e  c o m p r i s e  o f  a  c a r b o x y m e t h y l  ( C M )  
d e x t r a n  m o d i f i e d  g o l d  s u r f a c e  d e p o s i t e d  o n  a  g l a s s  s u p p o r t .  T h i s  C M  d e x t r a n  m a t r i x  
l a y e r  o f  t h e  s e n s o r  c h i p  f a c i l i t a t e s  i n c r e a s e d  b i n d i n g  c a p a c i t y  a n d  d y n a m i c  r a n g e  o f  
t h e  b i o s e n s o r  ( U f A s  a n d  J o h n s s o n ,  1 9 9 0 )  a n d  a l l o w s  f o r  t h e  c o v a l e n t  i m m o b i l i s a t i o n  
o f  s p e c i f i c  l i g a n d s  t o  t h e  s u r f a c e  ( J o n s s o n  e t  a l . ,  1 9 9 1 )  v i a  a  r e a c t i o n  w i t h  N -  
h y d r o x y s u c c i n i m i d e  ( N H S )  a n d  N - e t h y l - N - ( d i m e t h y l a m i n o p r o p y l )  c a r b o d i i m i d e  
h y d r o c h l o r i d e .  P r o t e i n  i s  p a s s e d  o v e r  t h e  s u r f a c e  i n  a  s o l u t i o n  o f  l o w  i o n i c  s t r e n g t h  
w i t h  a  p H  v a l u e  b e l o w  t h e  i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  t h e  p r o t e i n  ( J o h n s s o n  e t  a l . ,  1 9 9 1 )  a n d  
a t t a c h e d  t o  s u r f a c e  b y  e l e c t r o s t a t i c  a t t r a c t i o n  f o r c e s  a n d  a  s i m u l t a n e o u s  r e a c t i o n  w i t h  
t h e  N H S  a c t i v e  e s t e r s .  T h e  r e m a i n i n g  u n r e a c t e d  a c t i v e  e s t e r s  a r e  t r a n s f o r m e d  i n t o  
a m i d e s  v i a  a  r e a c t i o n  w i t h  e t h a n o l a m i n e .  T h e  a m o u n t  o f  i m m o b i l i s e d  l i g a n d  c a n  b e  
c o n t r o l l e d  b y  v a r y i n g  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,  p r o t e i n  i o n i c  s t r e n g t h ,  p H ,  r e a c t i o n  
t i m e s  a n d  r e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n .  
O v e r  t h e  p a s t  d e c a d e  B i a c o r e  t e c h n o l o g y  h a s  f a c i l i t a t e d  t h e  d e t e c t i o n  o f  a  r a n g e  o f  
a n a l y t e s  i n c l u d i n g  f o o d  c o n t a m i n a n t s  ( H a a s n o o t  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  D a l y  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  v a n  
d e r  G a a g  2 0 0 3 ) ,  i l l i c i t  d r u g s  ( B r e n n a n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  D i L l o n  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  a n d  t h e  
q u a n t i f i c a t i o n  o f  a n t i b o d y  c o n c e n t r a t i o n s  i n  s e r u m  ( W o n g  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  A h m a d  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ;  N e w c o m b e  e t  a l ,  2 0 0 6 ) .  T h e  S P R - b a s e d  b i o s e n s o r s  a r e  a l s o  r o u t i n e l y  u s e d  t o  
g e n e r a t e  s e n s i t i v e  a n d  r e l i a b l e  k i n e t i c  d a t a  f r o m  a n t i b o d y l a n t i g e n  i n t e r a c t i o n s  f o r  b o t h  
t h e r a p e u t i c  a n d  d i a g n o s t i c  a p p l i c a t i o n s .  ' R e a l - t i m e '  b i o m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n  a n a l y s i s  
( B I A )  h a s  f a c i l i t a t e d  k i n e t i c - b a s e d  s c r e e n i n g  o f  b o t h  a n t i b o d i e s  ( Q u i n n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  
G o m e s  a n d  A n d r e a u ,  2 0 0 2 ;  C a n z i a n i  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  K a t s a m b a  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  a n d  a n t i b o d y  
f r a g m e n t s  ( R a u  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  S t e u k e r s  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  W a s s a f  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  L e o n a r d  e t  a l . ,  
2 0 0 7 ) .  
( A )  P O - I - ~ ,  
*  
( B )  P o l a r i s e d  l i g h t  
f i g u r e  1 . 1 2 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  d e t e c t i o n  p r i n c i p l e  e m p l o y e d  b y  t h e  I l i a c o r e T M  
i n s t r u m e n t .  ( A )  T h e  a n t i g e n  i s  i m m o b i l i s e d  o n  t h e  s e n s o r  c h i p  s u r f a c e  u s i n g  E D C M S  
c h e m i s t r y .  U n d e r  c o n d i t i o n s  o f  t o t a l  i n t e r n a l  r e f l e c t i o n  a n  e v a n e s c e n t  w a v e  p r o p a g a t e s  i n t o  
t h e  m e d i u m  o f  l o w e r  r e f a c t i v e  i n d e x ,  r e s u l t i n g  i n  a  d i p  i n  t h e  i n t e n s i t y  o f  r @ c t e d  l i g h t  a t  a  
p a r t i c u l a r  a n g l e  r & r r e d  t o  a s  t h e  S P R  a n g l e  (Om,). ( B )  W h e n  s p e c i f i c  a n t i b o d y  i s  p a s s e d  
o v e r  t h e  s u r f a c e ,  i t  b i n d s  t o  t h e  a n t i g e n  a n d  c a u s e s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  m a s s  c o n c e n t r a t i o n  a t  
t h e  s u r f a c e  o f t h e  s e n s o r  c h i p ,  w h i c h  i n  t u r n  c a u s e s  a  c h a n g e  i n  r e f r a c t i v e  i n d e x  r e s d t i n g  i n  a  
s h @  i n  t h e  S P R  a n g l e  o f  t h e  r e f l e c t e d  l i g h t  ( B p R 2 ) .  ( C )  T h e  w e r e n c e  i n  S P R  ( 4 B S P R )  i s  
r e c o r d e d  a n d  p l o t t e d  a s  a  f u n c t i o n  o f  t i m e  a n d p r e s e n t e d  a s  a  s e n w g r a m .  
1 . 8  A i m s  o f  r e s e a r c h  
T h e  m a i n  a i m  o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r a p i d  i m m u n o a s s a y s  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  t h e  f o o d  c o n t a m i n a n t s ,  a f l a t o x i n  B 1  a n d  a m p i c i l l i n ,  a n d  f o r  t h e  d i a g n o s i s  
o f  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  ( C L A )  d i s e a s e  i n  s h e e p .  
C h a p t e r  3  f o c u s e s  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  r e c o m b i n a n t  f o r m  o f  p h o s p h o l i p a s e  D  ( P L D )  
a n d  i t s  s u b s e q u e n t  u s e  i n  a n  E L I S A  a n d  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y s  t o  d e t e c t  a n t i b o d i e s  t o  
C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s ,  t h e  c a u s a t i v e  a g e n t  o f  C L A  i n  s h e e p .  A  n u m b e r  
o f  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c o n t r o l  s e r a  w e r e  i n i t i a l l y  u s e d  t o  o p t i m i s e  a l l  a s s a y  
p a r a m e t e r s  i n f l u e n c i n g  b o t h  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y .  O p t i m i s e d  a s s a y  f o r m a t s  w e r e  
t h e n  a p p l i e d  t o  a  r a n g e  o f  c l i n i c a l  s a m p l e s  f r o m  I r i s h  h e r d s  a n d  t h e  p e r f o r m a n c e  
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  a s s a y s  w e r e  d e t e r m i n e d .  
C h a p t e r  4  d e s c r i b e s  t h e  c o n v e r s i o n  o f  a  p r e v i o u s l y  g e n e r a t e d  a n t i - A F B  I  g e n e t i c a l l y -  
d e r i v e d  s c F v  t o  a  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s ,  
u s i n g  P C R  a s s e m b l y  m e t h o d s  c o m b i n e d  w i t h  p h a g e  d i s p l a y  t e c h n i q u e s .  T w o  F a b  
c l o n e s  w e r e  i s o l a t e d  a n d  a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  i m r n u n o a s s a y s  a n d  c o m p a r e d  
w i t h  r e g a r d  t o  e x p r e s s i o n ,  s t a b i l i t y ,  s p e c i f i c i t y  a n d  s e n s i t i v i t y  t o  t h e  p a r e n t  s c F v .  
F i n a l l y ,  t h e  a n t i b o d i e s  w e r e  s u b c l o n e d  i n t o  a n  e x p r e s s i o n  v e c t o r  e n c o d i n g  a  b i o t i n  
a c c e p t o r  d o m a i n  f o r  s u b s e q u e n t  e x p r e s s i o n  o f  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  r e c o m b i n a n t  
f r a g m e n t s .  
C h a p t e r  5  d e s c r i b e s  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  a n d  
t h e i r  s u b s e q u e n t  u s e  i n  b i o s e n s o r - b a s e d  a s s a y s .  S p e c i f i c  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s ,  
g e n e r a t e d  w i t h  a n  a m p i c i l l i n - p r o t e i n  c o n j u g a t e ,  w e r e  a p p l i e d  t o  a n  S P R - b a s e d  
b i o s e n s o r  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  p r o c e s s e d  m i l k .  T h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  a  
n o v e l  b i o c h i p  s e n s o r  s y s t e m  f o r  t h e  r a p i d  d e t e c t i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  w a s  a l s o  
i n v e s t i g a t e d .  L a s t l y ,  n a i v e  a n d  i m m u n e  p h a g e  d i s p l a y  l i b r a r i e s  w e r e  a l s o  s c r e e n e d  
a g a i n s t  a  n u m b e r  o f  a m p i c i l l i n  c o n j u g a t e s  f o r  t h e  s e l e c t i o n  o f  a n  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  
s i n g l e  c h a i n  v a r i a b l e  f r a g m e n t  ( s c F v )  a n t i b o d y  d e r i v a t i v e .  
C h a p t e r  2  
M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  
2 . 1  M a t e r i a l s  
2 . 1 . 1  R e a g e n t s  
A l l  r e a g e n t s  w e r e  o f  a n a l y t i c a l  g r a d e  a n d  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a -  A l d r i c h  I r e l a n d  L t d .  
( D u b l i n ,  I r e l a n d ) ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  s p e c i f i e d .  
1  
P i e r c e  B i c i n c h o n i n i c  a c i d  a s s a y  k i t ,  
-  
R e a g e n t s  
r  -  
1  P i e r c e  B l u e  R a n g e r  p r e - s t a i n e d  I  M e d i c a l  S u p p l y  C o .  ( M S C )  L t d . ,  
I  
- -  
S u p p l i e r / D i s t r i b u t o r  
I  
m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s ,  
I  
P i e r c e  E Z - l i n k  N H S - L C - B i o t i n ,  
D a m a s t o w n ,  
M u l h u d d a r t ,  D u b l i n  1 5 ,  I r e l a n d .  
1  P r o m e g a  W i z a r d  P l u s  m i n i - p r e p  k i t ,  
I  
I  P r o m e g a  R e v e r s e  T r a n s c r i p t i o n  k i t .  
-  
T r y p t o n e ,  
A g a r  t e c h n i c a l ,  
Y e a s t  e x t r a c t .  
- - -  -  -  -  -  -  
1  O x o i d  I r e l a n d  c / o  F a n n i n  H e a l t h c a r e ,  
I  B l a c k t h o r n  R o a d ,  S a n d y f o r d  I n d u s t r i a l  
E s t a t e ,  F o x r o c k ,  D u b l i n  1 8 ,  I r e l a n d .  
- -  
I  E p p e n d o r f  P e r f e c t p r e p  G e l  c l e a n  u p  k i t .  
U n i t e c h  L t d . ,  M a g n a  B u s i n e s s  P a r k ,  
I  
I  
I  M a g n a  D r i v e ,  C i t y w e s t  R d . ,  D u b l i n  2 4 ,  
I  
I  I r e l a n d .  
-  
-  
1  T r i z o l ,  
1  G i b c o  B R L ,  R e n f e w  R d . ,  P a i s l e y  
T 4  D N A  L i g a s e .  
P A 4 9 R F ,  S c o t l a n d .  
I  
-  -  
-  1 -  
-  -  -  -  -  
1  1 ; v i t m g e n  P C R  o p t i m i s i r  K i t .  
1  B i o  S c i e n c e s  L t d . ,  3  C h a r l e m o n t  T e r r a c e  
C r o f t o n  R o a d ,  D u n  L a o g h a i r e ,  C o .  
I  
D u b l i n ,  I r e l a n d .  
1  
N e w  E n g l a n d  B i o l a b s  ( N E B )  M 1 3  K O 7  
I S I S  L t d . ,  U n i t  1  &  2 ,  B a l l y w a l t r i m ,  
h e l p e r  p h a g e ,  
I  B u s i n e s s  C e n t r e ,  B o g h a l l  R o a d ,  B r a y  
N E B  S f i I ,  B a r n H I ,  E c o R I  r e s t r i c t i o n  
e n z y m e s  a n d  b u f f e r s .  
C o .  W i c k l o w ,  I r e l a n d .  
R e a g e n t s  I  S u p p l i e r  
S t r a t a g e n e  V C S M 1 3  H e l p e r  P h a g e .  
i  
N i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e .  
I  T e c h n o - p a t h ,  R o L  C e n t r e ,  H o l l a n d  
I  
(  R d . ,  N a t i o n a l  T e c h n o l o g i c a l  P a r k ,  
/  P l a s s e y ,  L i m e r i c k ,  I r e l a n d .  
-  -  
I  M W G  B i o t e c h  L t d . ,  M i l t o n  K e y e s ,  
-   -  - .  
a n d  S c h u e l l  B i o s c i e n c e  
I  G m b H ,  H a h n e s t r a s s e  3 ,  D - 3 7 5 8 6 ,  
1  D a s s e l ,  G e r m a n y .  
H o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e - l a b e l l e d  r a b b i t  
D a k o  D i a g n o s t i c s  I r e l a n d  L t d . ,  1 2  
i  
a n t i - s h e e p  I g G .  
C a m d e n  R o w ,  D u b l i n  8 ,  I r e l a n d .  
2 . 1 . 2  E q u i p m e n t  
I  ~ q ~ i ~ r n e n t  
-  
S u p p l i e r  
I  
I  
1  2 2 3 3 9  H a m b u r g ,  
I  
- -  
B i a c o r e  A B ,  S o v e r e i g n  C o u r t ,  
2 3 0  U p p e r  5 t h  S t r e e t ,  C e n t r a l  
M i l t o n  K e y n e s ,  M K 9  2 H R ,  
I  U K .  
S t u a r t  S c i e n t i f i c ,  L o n d o n ,  
E n g l a n d .  
-  
H e r a e u s  I n s t r u m e n t s  I n c . ,  
1  1 1 - a  C o r p o r a t e  B o u l e v a r d ,  
I  S o u t h  P l a i n f i e l d ,  N e w  J e r s e y ,  
U S A .  
. -  
B i a c o r e  
I  I r e l a n d .  
I  
-  
-  
B i a c o r e  3 0 0 0 T M ,  
I  
B i a c o r e  1 0 0 0 ~ .  
1  
I- 
T e c a n  s a f t r e Z T M .  
/  T e c a n  U K  L t d . ,  
I  
B e c k m a n  J 2 - 2 1  c e n t r i f u g e ,  
E p p e n d o r f  c e n t r i f u g e  
G e r m a n y .  
- .  
I  I  I  T h e a l e  C o u r t ,  1 1 - 1 3  H i g h  I  
.- 
B l o o d  T u b e  R o t a t o r  
B e c k m a n - C o u l t e r  I n c . ,  4 3 0 0  
N  H a r b o u r  B o u l e v a r d ,  
F u l l e r t o n ,  C A  9 2 8 3 4 - 3 1 0 0 ,  
U S A .  
E p p e n d o r f  A G ,  
B a r k h a u s e n w e g  1 ,  
S t r e e t ,  T h e a l e ,  R e a d i n g  
S B  2  B l o o d  T u b e  R o t a t o r .  
M i c r o t i t r e  P l a t e  
T i t e r k e k  M u l t i s c a n  P l a t e  '  
R e a d e r s  
R e a d e r ,  
~  
I  
1  R G 7  5 A H ,  U K .  
I  
- - -  -
- -  
C e n t r i f u g e s  
m i c r o c e n t r i f u g e ,  
M e d i c a l  S u p p l y  C o .  L t d . ,  
D a m a s t o w n ,  
M u l h u d d a r t ,  D u b l i n  1 5 ,  
N a n o d r o p  N D -  1 0 0 0 .  
C l a s s  E q u i p m e n t  
- -  
- I  
- -  
-  
-  
p H  M e t e r  3 0 1 5  p H  M e t e r .  
I  
1  p r o t e h  
1  A t t o  d u a l  m i n i s l a b  s y s t e m  
S u p p l i e r  
J e n w a y  L t d . ,  G r a n s m o r e  
G r e e n ,  F e l s t e d ,  D u n m o w ,  
E s s e x ,  U K .  
-  -  -  - -  
I  e l e c t r o p h o r e s i s  1  A E - 6 4 5 0 ,  
e q u i p m e n t  
S p e c t r o p h o t o m e t e r s  
B i o - R a d  T r a n s - B l o t  S D  
s e m i - d r y  e l e c t r o p h o r e t i c  
t r a n s f e r  c e l l .  
U V  1 6 0 A  
C o r p . ,  A l b e r t -  
S p e c t r o p h o t o m e t e r ,  H a h n - S t r .  6 - 1 0 , 4 7 2 6 9  
D u i s b u r g ,  G e r m a n y .  
I  O r b i t a l  I n c u b a t o r  O r b i t a l  
I n c u b a t o r .  
I  
I  W a t e r b a t h  
I  R M 6  L a u d a  W a t e r b a t h .  
N a n o d r o p  T e c h n o l o g i e s ,  
3 4 1  1  S i l v e r s i d e  R d  
B a n c r o f t  B u i l d i n g  
W i l m i n g t o n ,  D E  1 9 8 1 0  
U S A .  
- - -  - -  
M e d i c a l  S u p p l y  C o m p a n y ,  
D a m a s t o w n ,  M u l h u d d a r t ,  
D u b l i n  1 5 ,  I r e l a n d .  
1  D u b l i n  9 .  I  
-  -  
A l p h a  T e c h n o l o g i e s  L t d . ,  T h e  
L e i n s t e r  T e c h n o l o g y  C e n t r e ,  
B l e s s i n g t o n  I n d u s t r i a l  E s t a t e ,  
B l e s s i n g t o n ,  C o .  W i c k l o w ,  
I r e l a n d .  
S a n y o  G a l l e n k a m p  p l c . ,  
M o n a r c h  W a y ,  B e l t o n  P a r k ,  
I  
L o u g h b o r o u g h ,  L e i c e s t e r ,  I l  
U K .  
I  
1  A G B  S c i e n t i f i c  L t d . ,  D u b l i n  
1  
1  I n d u s t r i a l  E s t a t e ,  G l a s n e v i n ,  1  
7 -  1  E q u i p m e n t  
-  
B i o m e t r a  T - G r a d i e n t  U n o  
I 1  T h e r m o c y c l e r .  
-  - -  
F i l t r a t i o n  
a p p a r a t u s  
I  
I  S u p p l i e r  
A G B  S c i e n t i f i c  L t d . ,  D u b l i n  
I n d u s i r i a l  E s t a t e ,  G l a s n e v i n ,  
D u b l i n  9 .  
-  -  -  
A n a c h e m  L t d . ,  A n a c h e m  
H o u s e ,  C h a r l e s  S t . ,  L u t o n ,  
B e d f o r d s h i r e .  U K .  
-  
M i l l i p o r e  F i l t r a t i o n  
A p p a r a t u s .  
P C R  m a c h i n e  
I- 
U V  g e l  i m a g e r  
d o c u m e n t a t i o n  s y s t e m .  
-  
2 . 1 . 3  C o n s u m a b l e s  
-  
-  
C o n s u m a b l e  
-. 
S u p p l i e r  
-  
B i a c o r e  C M 5  r e s e a r c h  g r a d e  s e n s o r  
c h i p s .  
G e n e r a l  p l a s t i c  c o n s u m a b l e s  e . g .  
m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e s ,  c u v e t t e s ,  p i p e t t e  
t i p s  e t c .  
-  
-  
- -  
-  -  
B i a c o r e  A B ,  S o v e r e i g n  C o u r t ,  2 3 0  U p p e r  
5 t h  S t r e e t ,  C e n t r a l  M i l t o n  K e y n e s ,  M K 9  
2 H R ,  U K .  
-  -  -   
-  
S a r s t e d t ,  D r i n a g h ,  C o .  W e x f o r d .  
-  
-  - - -  
- -  -  -  
I  
I  D e n m a r k .  
1  M a x i s o r b  I m m u n o t u b e s .  
I  
-  -  
-  - -  
I  
P u r a b i n d  A - F P  N i t r o c e l l u l o s e .  
W h a t m a n  I n t e r n a t i o n a l  L t d . ,  2 0 1 2 0  
M a x i s o r b  9 6  w e l l  p l a t e s ,  
1  N u n c ,  K a m s t r u p  D K ,  R o s k i l d e ,  
I  
I  
I  
M a i d s t o n e ,  K e n t  M E 1 6  O L S ,  U K .  
2 . 1 . 4  B a c t e r i a l  S t r a i n s  
-  
E .  c o l i  T G 1  S t r a t a g e n e  s u p E  t h i - 1  h ( 1 a c - p r o A B )  A ( m c r B -  
h s d S M ) S ( r K -  m b )  [ F '  t r a D 3 6  
r
E .  c o l i  D H 5 a  
I  
-  
-  -  -  
D o n a t e d  b y  D r .  J o h n  A ( 1 a c Z Y A -  
P r e s c o t t  o f  t h e  r e c A l  h s d R 1 7  
V e t e r i n a r y  C o l l e g e ,  
( r K - ,  m K + )  s u p E 4 4  t h i - 1  g y r A 9 6  
C a n a d a .  
S t r a t a g e n e  
- -  
E .  c o l i  X L - 1  B l u e  
-  
-  - -  
r e c A l  e n d A l  g y r A 9 6  t h i - 1  
h s d R l 7  s u p E 4 4  r e l A l  l a c [ F '  
p r o A B  l a c 1  q Z A M 1 5  T n l O ( T e t  R)] 
~ e t ~  A  ( m c r A ) 1 8 3  A ( m c l C B -  
h s d S M R - m r r )  1 7 3  e n d A l  s u p E 4 4  
t h i - 1  r e c A l  g y r A 9 6  r e l A l  l a c  H t e  
[ F ' p r o A B ,  l a c 1  ¶ Z A M 1 5  
T n l O ( T e t  R ,  A m y  C a m  R ]  *  
E .  c o l i  X L -  1 0  G o l d  S t r a t a g e n e  
- -  - -  
E. c o l i  T o p l O F '  -  ._&enp 
~ * ( l a c ~ ~ ~ n l ~ ( T e t ~ ) ~ m ~  I  
A ( r n r r - h s d R M S - m c r B C )  
@ 8 0 1 a c Z A M 1 5  A l a c X 7 4  r e c A l  
a r a D 1 3 9  A ( a r a - l e u ) 7 6 9 7  g a N  ' I  
g a l K  r p s L  ( S t r  R, e n d A l  n u p G  
- -  -  
-  -  
- -  -  
F  a r a  A ( 1 a c - p r o A B )  r p s L  
( S t r r )  [ a 8 0  l a c Z A M  1 5 1  t h i  
-  -  -  
E .  c o l i  J M 8 3  
D o n a t e d  b y  t h e  
T e c h n i c a l  P r e p a r a t i o n  
L a b ,  D C U .  
h s d R 2 ( r ~ - m ~ + )  m c r B l  r p s L ( S $ ) ]  
w i t h  a  b i r A  g e n e  s t a b l y  i n t e g r a t e d  
i n t o  t h e  c h r o m o s o m e .  
E .  c o l i  A V B  1 0 0  
-  -  -. 
[ M C 1 0 6 1  a r a D 1 3 9  A ( a r a -  
l e u ) 7 6 9 6  A  ( l a c ) l 7 4  g a l U  g a l K  
2 . 1 . 4 . 1  M a i n t e n a n c e  o f  B a c t e r i a l  S t o c k s  
A  w o r k i n g  s t o c k  o f  b a c t e r i a  w a s  s t r e a k e d  o n  L B  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  
a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c .  B a c t e r i a l  g l y c e r o l  s t o c k s  w e r e  p r e p a r e d  b y  g r o w i n g  a n  
o v e r n i g h t  c u l t u r e  f r o m  a  s i n g l e  b a c t e r i a l  c o l o n y .  T h e s e  w e r e  s t o r e d  i n  1 5 %  ( v l v )  
g l y c e r o l  a n d  1 %  ( w l v )  g l u c o s e  a t  -  8 0 ° C .  
E .  c o l i  E R 2 7 3 8  
-  
l a c P  A ( l a c Z ) M l 5  
( N E B )  z i f : ~ n l 0 ( ~ e t ~ ~ f h u ~ 2  g l n V  
A ( 1 a c - p r o A B )  t h i - 1  A ( h s d S -  
2 . 2  G e n e r a l  F o r m u l a t i o n s  
2.2.1 C u l t u r e  m e d i a  f o r m u l a t i o n s  
- -  
1  C u l t u r e  M e d i a  
F o r m u l a t i o n  
I  
I  
1  N a C l  5  g f i  
I  
2  x  T r y p t o n e  a n d  Y e a s t  E x t r a c t  ( 2  x  T Y )  
M e d i u m  
I  
T e r r i f i c  B r o t h  ( T B )  T r y p t o n e  
I  T r y p t o n e  1 6  d l  
Y e a s t  E x t r a c t  1 0  g n  
-  
-  -  
L u r i a - B e r t a n i  ( L B )  
I  S u p e r  B r o t h  ( S B )  
I  
Y e a s t  E x t r a c t  2 4  d l  
G l y c e r o l  4 m V I  
KHzpo4 1 7  m M  
1  N a U  1 0  g l l  
- 1  
Y e a s t  E x m c t  2 0  g n  
M O P S  1 0  g / l  
p H  7 . 0  
- -  
L o w  E x p r e s s i o n  M e d i u m  ( L E )  
I  
I  
T r y p t o n e  1 6  g/l 
Y e a s t  E x t r a c t  1 0  g / l  
I  G l u c o s e  1 %  ( w / v )  
C h l o r a m p h e n i c o l  2 5  p d m l  
1  C h l o r a m p h e n i c o l  2 5  p g / m l  
I  S u p e r  O p t i m a l  C a t a b o l i t e s  ( S O C )  M e d i u m  /  & p o n e  2 0  g / l  
C u l t u r e  M e d i a  
-  
-  - -  
N o n - E x p r e s s i o n  M e d i u m  ( N E )  
Y e a s t  E x t r a c t  
5  g / l  
N a C l  0 . 5  g / l  
K C 1  2 . 5  m M  
F o r m u l a t i o n  
T r y p t o n e  1 6  g l l  -  -  (  
-  
-  
-  - -  
-  
S o l i d  m e d i u m  w a s  m a d e  u p  b y  a d d i n g  1 5 g / l  o f  b a c t e r i o l o g i c a l  a g a r  t o  t h e  a b o v e  
m e d i a .  
-  
2 . 2 . 2  B u f f e r  f o r m u l a t i o n s  
2 . 2 . 2 . 1  P h o s p h a t e  B u f f e r e d  S a l i n e  ( P B S )  
P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e ,  p H  7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  0 . 1 5 M  s o d i u m  c h l o r i d e  ( N a C l ) ,  2 . 5 m M  
p o t a s s i u m  c h l o r i d e  ( K C l ) ,  l O m M  d i s o d i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( N a H P 0 4 )  a n d  
1 . 8 m M  s o d i u m  d i h y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( K H z P O ~ ) ,  w a s  p r e p a r e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .  
2 . 2 . 2 . 2  P h o s p h a t e  B u f f e r d  S a l i n e J T w e e n  ( P B S T )  
T w e e n  2 0  s u r f a c t a n t  ( S i g m a )  w a s  a d d e d  t o  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S )  ( a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 1 . 2 . 1 )  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 5 %  ( v l v )  a n d  m i x e d .  
2 . 2 . 2 . 3  H e p e s  B u f f e r e d  S a l i n e  ( H B S )  
H e p e s  B u f f e r e d  S a l i n e ,  p H  7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  1 0 m M  H e p e s ,  1 5 0 m M  s o d i u m  c h l o r i d e  
( N a C l ) ,  3 . 4 m M  e t h y l e n e d i a r n i n e t e t r a a c e t i c  a c i d  ( E D T A )  a n d  0 . 0 5 %  ( v l v )  T w e e n  2 0  
w a s  p r e p a r e d  i n  u l t r a  p u r e  w a t e r .  T h i s  w a s  f i l t e r e d  ( p o r e  s i z e  0 . 2 2 p . m )  a n d  d e g a s s e d  
b y  f i l t r a t i o n  ( M i l l i p o r e  s i n t e r e d  g l a s s  f i l t r a t i o n  u n i t )  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  u s e .  
2 . 2 . 2 . 4  C a r b o n a t e  b u f f e r  
C a r b o n a t e  b u f f e r ,  p H  9 . 5 ,  c o n t a i n i n g  N a z C 0 3  a n d  N a H C 0 3 ,  w a s  p r e p a r e d  i n  d i s t i l l e d  
w a t e r  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 5 M .  
2 . 2 . 2 . 5  T r i s - A c e t a t e - E D T A  B u f f e r  ( T A E )  
A l l  a g a r o s e  g e l s  w e r e  r u n  i n  T A E  B u f f e r ,  p H  8 . 3 ,  c o n t a i n i n g  4 0 m M  T r i s  a c e t a t e  a n d  
1 m M  E D T A ,  i n  u l t r a  p u r e  w a t e r .  
2 . 2 . 3  S o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S -  
P A G E )  
S o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S - P A G E )  w a s  
p e r f o r m e d  u n d e r  r e d u c i n g  c o n d i t i o n s  a c c o r d i n g  t o  L a e m m l i  ( 1 9 7 0 )  t o  a s s e s s  p r o t e i n  
p u r i t y .  T h e  m e t h o d  e m p l o y s  S D S  ( w h i c h  d e n a t u r e s  t h e  p r o t e i n s ) ,  P - m e r c a p t o e t h a n o l  
( a  r e d u c i n g  a g e n t ) ,  a n d  h e a t  t o  d i s s o c i a t e  p r o t e i n s  i n t o  i n d i v i d u a l  p o l y p e p t i d e s  
s u b u n i t s  b e f o r e  t h e y  a r e  l o a d e d  o n t o  t h e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l .  T h e  p o l y m e r i s a t i o n  o f  
a c r y l a m i d e ,  d r i v e n  b y  a m m o n i u m  p e r s u l p h a t e ,  g i v e s  r i s e  t o  t h e  c r o s s - l i n k e d  g e l  o f  
d e f i n e d  p o r e - s i z e .  T h e  p o r e  s i z e  o f  t h e  g e l ,  d e p e n d e n t  o n  t h e  a m o u n t  o f  a c r y l a m i d e  
a n d  d e g r e e  o f  c r o s s l i n k i n g ,  f a c i l i t a t e s  p r o t e i n  s e p a r a t i o n  o n  t h e  b a s i s  o f  s i z e .  
N , N , N ' , N 1 - t e t r a m e t h y l e t h y l e n e d i a m i n e  ( T E M E D )  i s  a l s o  i n c l u d e d  t o  a c c e l e r a t e  t h e  
p o l y m e r i s a t i o n  o f  a c r y l a m i d e  a n d  b i s - a c r y l a m i d e  b y  c a t a l y s i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  f r e e  
r a d i c a l s  f r o m  a m m o n i u m  p e r s u l p h a t e .  
T h e  c o m p o s i t i o n s  o f  g e l s  a n d  b u f f e r s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  2 . 1 .  P r o t e i n  s a m p l e s ,  m i x e d  
w i t h  s a m p l e  l o a d i n g  b u f f e r  a n d  b o i l e d  f o r  5  m i n u t e s ,  w e r e  r u n  a t  1 5 m A  p e r  g e l  o n  a n  
A t t o  A E - 6 4 5 0  m i n i g e l  ( M S C  L t d . )  u n t i l  s a m p l e s  h a d  r e a c h e d  t h e  b a s e  o f  t h e  s t a c k i n g  
g e l ,  a n d  t h e n  a t  2 0 m A  p e r  g e l  u n t i l  t h e  d y e  h a d  r e a c h e d  t h e  b a s e  o f  t h e  s e p a r a t i n g  g e l .  
P r o t e i n s  w e r e  t h e n  v i s u a l i s e d  b y  s t a i n i n g  t h e  g e l  w i t h  C o o m a s s i e  b l u e ,  a s  p e r  S e c t i o n  
2 . 2 . 2 . 1  o r  t h e  g e l s  w e r e  u s e d  f o r  s u b s e q u e n t  W e s t e r n  b l o t t i n g ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  
2 . 2 . 3 .  
2 . 2 . 3 . 1  C o o m a s s i e  b l u e  s t a i n i n g  f o r  S D S - P A G E  g e l  
C o o m a s s i e  b l u e  s t a i n i n g  s o l u t i o n  ( 0 . 2 %  ( w l v )  C o o m a s s i e  b l u e  R 2 5 0  i n  3 0 : 1 0 : 6 0  
( v I v I v )  m e t h a n o l :  a c e t i c  a c i d :  w a t e r )  w a s  p r e p a r e d  a n d  g e l s  w e r e  s t a i n e d  f o r  3 0  
m i n u t e s  a n d  d e s t a i n e d  o v e r n i g h t  a t  4OC ( i n  d e s t a i n i n g  s o l u t i o n :  1 0 : 7 : 5 3  ( v l v l v )  
m e t h a n o l :  a c e t i c  a c i d :  w a t e r ) .  
i  
1  0 . 1 %  ( w l v )  b r o m o p h e n o l  b l u e  
-  - -  
-  -  
!  
-  
T a b l e  2 . 1 .  C o m p o s i t i o n  o f  s t a c k i n g  g e l  ( 5 % ) ,  s e p a r a t i n g  g e l  ( l o % ) ,  e l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r  
a n d  s a m p l e  l o a d i n g  b u f f e r  f o r  S D S - P A G E .  
-  (  C o m p o s i t i o n  1  S D S - P A G E  B u f f e r s  
I  
S t a c k i n g  g e l  
.  -  
5 %  ( w l v )  a c r y l a r n i d e  
0 . 1 3 %  ( w l v )  b i s - a c r y l a m i d e  
-  -  
S e p a r a t i n g  g e l  
1 2 5 m M  T r i s  ( p H  6 . 8 )  
0 . 1 %  ( w l v )  S D S  
0 . 1 5 %  ( w / v )  a m m o n i u m  p e r s u l p h a t e  
0 . 2 5 %  ( v l v )  T E M E D  
-  
1 0 %  ( w l v )  a c r y l a m i d e  
0 . 2 7 %  ( w l v )  b i s - a c r y l a m i d e  
-  
E l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r  
3 7 5 m M  T r i s  ( p H  6 . 8 )  
0 . 1 %  ( w l v )  S D S  
0 . 0 8 %  ( w l v )  a m m o n i u m  p e r s u l p h a t e  
0 . 0 8 %  ( v l v )  T E M E D  
- -  
2 5 m M  T r i s  ( p H  8 . 8 )  
-  -  
1 9 2 m M  g l y c i n e  
0 . 1 %  ( w l v )  S D S  
6 0 m M  T r i s  ( p H  6 . 8 )  
S a m p l e  l o a d i n g  b u f f e r  
2 5 %  ( v l v )  g l y c e r o l  
r - - - -  I  
2 . 2 . 4  W e s t e r n  b l o t t i n g *  
P r o t e i n s  a r e  e l u t e d  f r o m  a  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  o n t o  a  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  b y  
e l e c t r o p h o r e t i c  t r a n s f e r .  F o r  s e m i - d r y  b l o t t i n g ,  t h e  g e l  a n d  t h e  m e m b r a n e  a r e  
s a n d w i c h e d  h o r i z o n t a l l y  b e t w e e n  t w o  s t a c k s  o f  b u f f e r - w e t t e d  f i l t e r  p a p e r s  t h a t  a r e  i n  
d i r e c t  c o n t a c t  w i t h  t w o  c l o s e l y  s p a c e d  s o l i d - p l a t e  e l e c t r o d e s .  T h e  b l o t ,  i . e .  t h e  
n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  c o n t a i n i n g  t h e  t r a n s f e r r e d  p r o t e i n s ,  c a n  b e  t h e n  b e  r e a c t e d  
w i t h  d i f f e r e n t  p r o b e s ,  s u c h  a s  a n t i b o d i e s ,  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  c o r r e s p o n d i n g  
a n t i g e n .  
B j e n u m  a n d  S c h a f e r - N i e l s o n  t r a n s f e r  b u f f e r  ( 4 8 m M  T r i s ,  3 9 m M  g l y c i n e ,  1 0 %  ( v l v )  
m e t h a n o l ,  0 . 0 3 7 5 %  ( w l v )  S D S ,  p H  9 . 2 )  w a s  p r e p a r e d  t h e  d a y  p r e c e d i n g  t h e  b l o t t i n g  
e x p e r i m e n t s  a n d  s t o r e d  a t  4 ° C .  F o l l o w i n g  s e p a r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n s  b y  S D S - P A G E ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 2 ,  t h e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l ,  f i l t e r  p a p e r  a n d  n i t r o c e l l u l o s e  
m e m b r a n e  w e r e  s o a k e d  i n  t r a n s f e r  b u f f e r  f o r  a p p r o x .  1 5  m i n u t e s .  T h e  p r o t e i n s  w e r e  
t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  m e m b r a n e  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  u s i n g  a  T r a n s - B l o t  S D  s e m i - d r y  
c e l l  ( B i o - R a d )  a t  1 5 V  f o r  2 0  m i n u t e s .  T h e  m e m b r a n e  w a s  b l o c k e d  w i t h  P B S  
c o n t a i n i n g  5 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~  d r i e d  s k i m m e d  m i l k  p o w d e r  ( P r e m i e r  F o o d s  L t d . ,  U K )  
o v e r n i g h t  a t  4 " C 7  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S  f o r  1 0  m i n u t e s  e a c h  t i m e .  l O m l  o f  t h e  
a p p r o p r i a t e  a n t i b o d y ,  a t  t h e  r e q u i r e d  d i l u t i o n ,  w a s  p r e p a r e d  i n  P B S T  c o n t a i n i n g  2 %  
( w l v )  ~ a r v e l ~  a n d  a d d e d  t o  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  f o r  1 . 5  h o u r s  s h a k i n g  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e .  T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  w a s h e d  t h o r o u g h l y  ( a s  b e f o r e )  a n d  a  s e c o n d a r y  
a n t i b o d y  ( i f  r e q u i r e d ) ,  p r e p a r e d  i n  P B S T  c o n t a i n i n g  2 %  ( w l v )  M a r v e l ,  w a s  a d d e d  a n d  
i n c u b a t e d  a s  b e f o r e .  O n c e  t h e  b l o t  w a s  w a s h e d ,  t h e  a p p r o p r i a t e  s u b s t r a t e  w a s  a d d e d  
a n d  t h e  r e a c t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  u n t i l  t h e  b a n d s  c o u l d  b e  c l e a r l y  v i s u a l i s e d .  
*  T h i s  m e t h o d  i s  g e n e r i c .  A n y  a m e n d n t e n t s  o r  f u r t h e r  d e t a i l s  o n  r e a g e n t s  a r e  c l e a r l y  c i t e d  
w i t h i n  t h e  r e l e v a n t  r e s u l t s  c h a p t e r s .  
2 . 2 . 5  A g a r o s e  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  
D N A  w a s  a n a l y s e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  o n  a n  a g a r o s e  g e l .  B r i e f l y ,  a g a r o s e  w a s  
d i s s o l v e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  c o n c e n t r a t i o n  ( t y p i c a l l y  0 . 7  -  1 . 2 %  ( w l v ) )  i n  T A E  b u f f e r  
a n d  b o i l e d  u n t i l  t h e  s o l u t i o n  w a s  c l e a r .  W h e n  c o o l ,  t h e  i n t e r c a l a t i n g  d y e  e t h i d i u m  
b r o m i d e  ( E t B r )  ( C A U T I O N * )  w a s  a d d e d  t o  t h e  g e l  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 5 ~ i g I m l .  
T h i s  a l l o w e d  v i s u a l i s a t i o n  o f  D N A  m i g r a t i o n  o n  t h e  g e l .  T h e  g e l  w a s  t h e n  c a s t  o n  a  
h o r i z o n t a l  g e l  a p p a r a t u s  ( A t t o  A E - 6 1 0 0 )  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  1  X  T A E  a t  7 0 V .  
G e l s  w e r e  v i s u a l i s e d  o n  a  U V  t r a n s l u m i n a t o r  a n d  p h o t o g r a p h e d  u s i n g  a  U V  i m a g e  
a n a l y s e r  ( U V P  I m a g e s t o r e  7 5 0 0  g e l  d o c u m e n t a t i o n  s y s t e m ) .  
*  E t h i d i u m  b r o m i d e  ( E t B r )  i s  a  h i g h l y  t o x i c  c h e m i c a l  a n d  p o t e n t  m u t a g e n .  I t  c a n  b e  a b s o r b e d  
t h r o u g h  t h e  s k i n  a n d  i s  a n  i r r i t a n t  t o  t h e  e y e s ,  m o u t h ,  s k i n  a n d  u p p e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t .  
T h e r e f o r e ,  e x t r e m e  c a r e  w a s  t a k e n  t o  a v o i d  a n y  d i r e c t  c o n t a c t  w i t h  t h e  c h e n z i c a l .  T o  p r e v e n t  
i n h a l a t i o n  e x p o s u r e ,  a n y  w o r k  w i t h  E t B r  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  a  f u m e  h o o d  a n d  p e r s o n a l  
p r o t e c t i v e  e q u i p m e n t  ( l a b  c o a t ,  s a f e t y  g l a s s e s  a n d  g l o v e s )  w a s  w o r n  a t  a l l  t i m e s .  W h e n  
t r a n s p o r t i n g  a g a r o s e  g e l s ,  c o n t a i n i n g  E t B r ,  c l e a n  g l o v e s  w e r e  w o r n  t o  p r e v e n t  c r o s s -  
c o n t a n t i n a t i o n  o f  d o o r k n o b s  a n d  o t h e r  s u r f a c e s  a n d  t h e  g e l  w a s  c a r r i e d  i n  a  l e a k - p r o o f  
s e c o n d a r y  c o n t a i n e r .  A  U V  l i g h t  w a s  u s e d  t o  c h e c k  a n y  a r e a  o f  s u s p e c t e d  c o n t a m i n a t i o n  a n d  
t h e  a r e a  w a s  p r o m p t l y  c l e a n e d ,  a s  o u t l i n e d  i n  t h e  M S D S .  C o n t a n z i n a t e d  w a s t e  w a s  d i s p o s e d  
o f  b y  i n c i n e r a t i o n .  
2 . 3  D e v e l o p m e n t  o f  i m m u n o a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  t o  
C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  
2 . 3 . 1  
E x p r e s s i o n  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  p h o s p h o l i p a s e  D  ( P L D )  
2 . 3 . 1 . 1  I s o l a t i o n  o f  p l a s m i d  p J G S 9 0  
A  s i n g l e  E ,  c o l i  D H 5 a  c o l o n y ,  c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  p l a s m i d ,  w a s  u s e d  t o  
i n o c u l a t e  5 m l  o f  L B  c o n t a i n i n g  1 0 0 p g I m l  a m p i c i l l i n  a n d  i n c u b a t e d  a t  37OC o v e r n i g h t  
w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 r p m .  T h e  f o l l o w i n g  d a y  t h e  p l a s r n i d  w a s  i s o l a t e d  a n d  p u r i f i e d  
u s i n g  a  W i z a r d  P l u s  M i n i p r e p  k i t  ( P r o m e g a ,  U K ) ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  
i n s t r u c t i o n s .  
T h e  o v e r n i g h t  c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  l O m i n  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) ,  t h e  
s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d  a n d  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  2 5 0 ~ 1  o f  c e l l  r e s u s p e n s i o n  
s o l u t i o n  ( 5 0 m M  T r i s - H C 1 ,  p H  7 . 5 ,  l O m M  E D T A ,  1 0 0 p g I m l  R N a s e  A ) .  T h e  
s u s p e n s i o n  w a s  s u b s e q u e n t l y  t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e  1.51111 m i c r o c e n t r i f u g e  h ~ b e  a n d  
2 5 0 ~ 1  o f  c e l l  l y s i s  s o l u t i o n  ( 0 . 2 M  N a O H ,  1 %  ( w / v )  S D S )  w a s  a d d e d .  T h e  s o l u t i o n  
w a s  m i x e d  b y  i n v e r s i o n  f o u r  t i m e s  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1  -  5  m i n u t e s  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  u n t i l  t h e  s u s p e n s i o n  c l e a r e d .  l o p 1  o f  a l k a l i n e  p r o t e a s e  s o l u t i o n  w a s  
a d d e d  d u r i n g  t h e  l y s i s  s t e p  t o  i n a c t i v a t e  e n d o n u c l e a s e  I  a n d  r e d u c e  t h e  o v e r a l l  l e v e l  o f  
p r o t e i n  c o n t a m i n a t i o n  i n  t h e  f i n a l  p l a s m i d  D N A  s a m p l e .  F o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  t h e  
a l k a l i n e  p r o t e a s e  s o l u t i o n ,  t h e  t u b e  i m m e d i a t e l y  i n v e r t e d  f o u r  t i m e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  a  m a x i m u m  o f  5  m i n u t e s .  3 5 0 ~ 1  o f n e u t r a l i s a t i o n  b u f f e r  ( 4 . 0 9 M  
g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e ,  0 . 7 5 M  p o t a s s i u m  a c e t a t e ,  2 . 1 2 M  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d ,  p H  4 . 2 )  
w a s  a d d e d ,  t h e  s o l u t i o n  i n v e r t e d  f o u r  t i m e s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 4 , 0 0 0 g  f o r  1 0  m i n u t e s  
( H e r a e u s  B i o f u g e  P i c o )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  c l e a r e d  l y s a t e  w a s  t h e n  t r a n s f e r r e d  
t o  a  s p i n  c o l u m n ,  r e - c e n t r i f u g e d  a t  1 4 , 0 0 0 g  f o r  1  m i n u t e  ( H e r a e u s  B i o f u g e  P i c o )  a n d  
t h e  f l o w  t h r o u g h  d i s c a r d e d .  T h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  7 5 0 p l  o f  w a s h  s o l u t i o n  
( 6 0 %  ( v l v )  e t h a n o l ,  6 0 m M  p o t a s s i u m  a c e t a t e ,  8 . 3 m M  T r i s - H C 1 ,  p H  7 . 5 ,  a n d  4 0 m M  
E D T A ) ,  c e n t r i f u g e d  a t  1 4 , 0 0 0 g  f o r  1  m i n u t e  ( H e r a e u s  B i o f u g e  P i c o )  a n d  t h e  ' f l o w -  
t h r o u g h '  d i s c a r d e d .  T h e  s p i n  c o l u m n  w a s  w a s h e d  a s  b e f o r e  w i t h  2 5 0 ~ 1  o f  w a s h  
s o l u t i o n ,  t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e  e p p e n d o r f  a n d  1 0 0 p . l  o f  ' n u c l e a s e - f r e e '  w a t e r  w a s  
a d d e d .  T h e  c o l u m n  w a s  r e - c e n t r i f u g e d  a t  1 4 , 0 0 0 g  f o r  1  m i n u t e  ( H e r a e u s  B i o f u g e  
P i c o )  a n d  t h e  e l u t e d  p l a s m i d  D N A  w a s  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  
2 . 3 . 1 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  C a C l z  -  c o m p e t e n t  E .  c o l i  X L 1 0 - G o l d  c e l l s  
A  s i n g l e  c o l o n y  o f  E .  c o l i  X L 1 0 - G o l d  w a s  u s e d  t o  i n o c u l a t e  5 m l  o f  2 x T Y ,  c o n t a i n i n g  
I O p g l r n l  t e t r a c y c l i n e  a n d  2 5 p g l m l  c h l o r a m p h e n i c o l ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  o v e r n i g h t  
w i t h  s h a k i n g .  T h e  o v e r n i g h t  c u l t u r e  w a s  t h e n  u s e d  t o  s e e d  l O O m l  o f  2 x T Y  b r o t h ,  
c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s ,  a t  a  1 %  ( v / v )  c e l l  d e n s i t y .  T h e  c e l l s  w e r e  
i n c u b a t e d  a t  37OC w i t h  s h a k i n g  u n t i l  t h e  O D s s o  r e a c h e d  b e t w e e n  0 . 3  a n d  0 . 4 .  T h e  c e l l s  
w e r e  t h e n  c o o l e d  o n  i c e  f o r  1 5 m i n  a n d  m a i n t a i n e d  a t  4OC f o r  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  
m e t h o d  s t e p s .  C e l l s  w e r e  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  2 0 m i n  a t  4OC 
( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) ,  t h e  s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d  a n d  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  2 0 m l  o f  
c o l d  l O O r n M  M g C 1 2 .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  2 0 m i n  a t  4OC 
( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) ,  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  2011-11 o f  c o l d  5 0 m M  C a C 1 2  a n d  
i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  3 0 m i n .  T h e  c e l l s  w e r e  r e - c e n t r i f u g e d  a g a i n  a s  b e f o r e ,  t h e  
s u p e r n a t a n t  d e c a n t e d  a n d  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  2 m l  5 0 m M  C a C 1 2 .  
T h e  c o m p e t e n t  c e l l s  w e r e  t h e n  d i s p e n s e d ,  f l a s h  f r o z e n  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  a n d  s t o r e d  a t  
-  8 0 ° C .  
2 . 3 . 1 . 3  T r a n s f o r m a t i o n  o f  E .  c o l i  X L - 1 0  G o l d  w i t h  p l a s m i d  p J G S 9 0  
T h e  C a C l 2 - c o m p e t e n t  X L - 1 0  G o l d  c e l l s ,  p r e p a r e d  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 2 . 4 . 2 ,  w e r e  t h a w e d  
o n  i c e  a n d  2 0 0 p l  t r a n s f e r r e d  i n t o  a  p r e - c h i l l e d  s t e r i l e  t u b e .  T h e  p J G S 9 0  p l a s m i d  w a s  
a d d e d  t o  t h e  c e l l s  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  3 0  m i n u t e s .  T h e  c e l l s  w e r e  
t h e n  h e a t - s h o c k e d  a t  42OC f o r  4 5  s e c o n d s  a n d  i m m e d i a t e l y  p u t  b a c k  o n  i c e  f o r  2  
m i n u t e s .  S O C  m e d i a  ( 8 0 0 p . l )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  c u l t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7 O C  f o r  o n e  
h o u r  w i t h  g e n t l e  s h a k i n g .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  t h e  c e l l s  w e r e  p l a t e d  o u t  o n  L B  a g a r  
c o n t a i n i n g  1 0 p g l m l  t e t r a c y c l i n e ,  1 0 0 p g I m l  a m p i c i l l i n  a n d  2 5 p g l m l  c h l o r a m p h e n i c o l  
a n d  i n c u b a t e d  i n  a n  i n v e r t e d  p o s i t i o n  a t  37OC o v e r n i g h t .  
2 . 3 . 1 . 4  R e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  o n  p J G S 9 0  p l a s m i d  
C o m ~ o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  p e r  r e a c t i o n  
P l a s m i d  D N A  ( p J G S 9 0 )  1 %  
E c o R I  1 2 U  
B a m H I  1 2 U  
N E B  B u f f e r  2  ( 1 0 X  s t o c k ) * '  1  X  
N E B  B S A  ( 1 0 0 X  s t o c k )  * b  
1 X  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r * '  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  2 0 p l .  
T h e  d i g e s t  w a s  i n c u b a t e d  f o r  2  h o u r s  a t  3 7 O C  a n d  t h e n  a n a l y s e d  o n  a  1 %  ( w l v )  
a g a r o s e  g e l  c o n t a i n i n g  e t h i d i u m  b r o m i d e  ( E t B r )  f o r  v i s u a l i s a t i o n  o f  D N A  b a n d s ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 .  
* " N e w  E n g l a n d  B i o l a b s  ( N E B )  B u f f e r  2  i s  s u p p l i e d  a s  a  1 0 X  s t o c k ,  w h e r e  1 X  c o n t a i n s  5 0 m M  
N a C 1 ,  l O m M  T r i s - H C 1 ,  l O m M  M g C 1 2  a n d  1 m M  d i t h i o t h r e i t o l ,  p H  7 . 9 .  
* b  
N E B  B S A  i s  s u p p l i e d  a s  a  l O m g / m l ( 1 0 0 X )  s t o c k  a n d  i s  r e q u i r e d  a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a l i o n  o f  
1 0 0 p g / m l  f o r  o p t i m a l  a c t i v i t y  o f  s o m e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s .  
* "  M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  ( S i g m a - W 4 5 0 2 )  w a s  u s e d  i n  a l l  m o l e c u l a r  b i o l o g y  e x p e r i m e n t s .  T h e  
w a t e r  i s f i l t e r e d  ( 0 . 1 p m )  a n d  f r e e  o f  n u c l e a s e s  a n d  p r o t e a s e s .  
2 . 3 . 1 . 5  S m a l l - s c a l e  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  
A  s i n g l e  c o l o n y  w a s  u s e d  t o  i n o c u l a t e  5  m l  L B  b r o t h  c o n t a i n i n g  1 0 p g I m l  t e t r a c y c l i n e ,  
1 0 0 p g / m l  a m p i c i l l i n  a n d  2 5 p g l m l  c h l o r a m p h e n i c o l  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  37OC w i t h  
s h a k i n g .  T h e  o v e r n i g h t  c u l t u r e  w a s  t h e n  u s e d  t o  i n o c u l a t e  l O m l  o f  L B  b r o t h ,  
c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s ,  a t  1 %  ( v / v )  c e l l  d e n s i t y  a n d  t h e  c u l t u r e  w a s  
i n c u b a t e d  a t  37OC w i t h  s h a k i n g ,  u n t i l  t h e  r e a c h e d  a p p r o x i m a t e l y  0 . 5 .  T h e  
c u l t u r e  w a s  i n d u c e d  w i t h  1 m M  I P T G ,  i n c u b a t e d  f o r  a  f u r t h e r  4  h o u r s  a t  3 7 ° C  a n d  t h e n  
c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 s  f o r  2 0  m i n u t e s  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  b a c t e r i a l  c e l l  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  e i t h e r  l m l  o f  n a t i v e  b u f f e r  ( d i s t i l l e d  w a t e r )  o r  u r e a  d e n a t u r i n g  b u f f e r  
( 8 M  u r e a ,  l O O m M  N a H z P 0 4 ,  l O m M  T r i s ,  p H  8 )  a n d  s o n i c a t e d  f o r  3 0 s e c  w i t h  2 . 5 s e c  
p u l s e s  a t  2 2 0 W .  T h e  s a m p l e s  w e r e  f i n a l l y  c e n t r i f u g e d  t o  r e m o v e  c e l l  d e b r i s  a n d  t h e  
s u p e r n a t a n t s  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E .  
2 . 3 . 1 . 6  O p t i m i s a t i o n  o f  P L D  e x p r e s s i o n  c o n d i t i o n s  
2 . 3 . 1 . 6 . 1  D e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n  s o l u b i l i t y  
A  s i n g l e  c o l o n y  w a s  u s e d  t o  i n o c u l a t e  51x11 L B  b r o t h  c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  
a n t i b i o t i c s ,  p r e v i o u s l y  d e f i n e d ,  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  37OC w i t h  s h a k i n g .  2 0 0 d  o f  
t h i s  o v e r n i g h t  c u l t u r e  w a s  t h e n  u s e d  t o  i n o c u l a t e  l O m l  o f  L B  b r o t h ,  c o n t a i n i n g  t h e  
a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s ,  a n d  t h e  c u l t ~ ~ r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  37OC w i t h  s h a k i n g ,  u n t i l  t h e  
O D 6 " "  r e a c h e d  a p p r o x i m a t e l y  0 . 5 .  T h e  c u l t u r e  w a s  i n d u c e d  w i t h  1 m M  T P T G ,  
i n c u b a t e d  f o r  a  f u r t h e r  4  h o u r s  a t  37OC a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  2 0 m i n  
( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  b a c t e r i a l  c e l l  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  e i t h e r  l m l  o f  
d i s t i l l e d  w a t e r  ( s o l u b l e  p r o t e i n )  o r  u r e a  d e n a t u r i n g  b u f f e r  ( i n s o l u b l e  p r o t e i n )  a n d  
s o n i c a t e d  f o r  3 0 s e c  w i t h  2 . 5 s e c  p u l s e s  a t  2 2 0 W .  F o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 8 , 0 0 0 g  
f o r  1 5 m i n  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) ,  t h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E .  
2 . 3 . 1 . 6 . 2  O p t i m i s a t i o n  o f  I P T G  c o n c e n t r a t i o n  
B a c t e r i a l  c u l t u r e s  ( n = 6 )  w e r e  p r e p a r e d  a n d  i n c u b a t e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 5 ,  
w i t h  t h e  e x c e p t i o n  t h a t  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  i n d u c e d  w i t h  v a r i o u s  I P T G  
c o n c e n t r a t i o n s ,  r a n g i n g  f r o m  0  t o  1 m M .  
2 . 3 . 1 . 6 . 3  O p t i m i s a t i o n  o f  s o n i c a t i o n  c o n d i t i o n  
B a c t e r i a l  c u l t u r e s  ( n = 7 )  w e r e  p r e p a r e d  a n d  i n c u b a t e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 5 ,  
w i t h  t h e  e x c e p t i o n  t h a t  v a r i o u s  s o n i c a t i o n  t i m e s ,  r a n g i n g  f r o m  0  t o  6 0  s e c o n d s ,  w e r e  
u s e d  t o  d e t e r m i n e  o p t i m a l  s o n i c a t i o n  c o n d i t i o n s .  
2 . 3 . 1 . 6 . 4  T i m e - c o u r s e  a n a l y s i s  
B a c t e r i a l  c u l t u r e s  ( n = 7 )  w e r e  p r e p a r e d  a n d  i n c u b a t e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 5 .  
T h e  o n l y  e x c e p t i o n  w a s  t h a t  l m l  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  a t  h o u r l y  i n t e r v a l s  f o l l o w i n g  
i n d u c t i o n  w i t h  I P T G  f o r  u p  t o  f i v e  h o u r s  a n d  t h e n  f o l l o w i n g  o v e r n i g h t  i n d u c t i o n .  A  
n o n - i n d u c e d  s a m p l e  w a s  a l s o  t a k e n  b e f o r e  i n d u c t i o n  t o  a c t  a s  a  c o n t r o l .  
2 . 3 . 1 . 7  E x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  P L D  u n d e r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  
2 . 3 . 1 . 7 . 1  L a r g e - s c a l e  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  
S t a r t e r  c u l t u r e s  ( 1 0 m l  L B  m e d i a ,  c o n t a i n i n g  l O p g / m l  t e t r a c y c l i n e ,  1 0 0 p g / m l  
a m p i c i l l i n  a n d  2 5 p g I m l  c h l o r a m p h e n i c o l )  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  a  s i n g l e  c o l o n y  o f  
X L l O - G o l d  E .  c o l i  c e l l s  ( c o n t a i n i n g  t h e  p J G S 9 0  p l a s m i d  b e a r i n g  t h e  P L D - e n c o d i n g  
g e n e )  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7 O C ,  w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 r p m .  T h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g  
5001111 L B ,  c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s ,  a s  b e f o r e ,  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  5 m l  
o f  t h e  o v e r n i g h t  c u l t u r e  a n d  i n c u b a t e d  a t  37OC w i t h  s h a k i n g ,  u n t i l  t h e  O D 6 0 "  r e a c h e d  
a p p r o x i m a t e l y  0 . 5 .  P r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  t h e n  i n d u c e d  u p o n  a d d i t i o n  o f  0 . 0 5 m M  
I P T G .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  f o r  4  h o u r s  a t  3 7 O C ,  t h e  c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  
f o r  2 0  m i n u t e s  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d .  T h e  b a c t e r i a l  c e l l  
p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  201111 o f  d e n a t u r i n g  b u f f e r  a n d  v o r t e x e d  g e n t l y .  T h e  c u l t u r e  
w a s  f i n a l l y  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  2 0 m i n  a t  4OC ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  t o  r e m o v e  c e l l  
d e b r i s  a n d  t h e  c y t o p l a s m i c  l y s a t e  w a s  p u r i f i e d ,  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 7 . 2 .  
2 . 3 . 1 . 7 . 2  
P u d f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  b y  i m m o b i l i s e d  m e t a l  a f f i n i t y  
c h r o m a t o g r a p h y  ( I M A C )  
l m l  o f  N i - N T A  r e s i n  ( Q i a g e n  L t d . )  w a s  e q u i l i b r a t e d  w i t h  1 0  m l  o f  r u n n i n g  b u f f e r  ( 8  
M  u r e a ,  l O O m M  N a H 2 P 0 4 ,  1 0  m M  T r i s ,  p H  8 . 0 )  i n  a  1 5 m l  p o l y p r o p y l e n e  t u b e  
( S a r s t e d t  L t d . ) .  T h e  s o l u t i o n  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d ,  t h e  s u p e r n a t a n t  d e c a n t e d  a n d  t h e  
r e s i n  i n c u b a t e d  w i t h  4 m l  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  l y s a t e  f o r  9 0  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o n  
a n  e n d - o v e r - e n d  r o t a t o r .  T h i s  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  ( ' f l o w -  
t h r o u g h ' )  r e t a i n e d  f o r  a n a l y s i s .  T h e  r e s i n  w a s  t h e n  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  l O m l  o f  
w a s h  b u f f e r  ( 8 M  u r e a ,  l O O m M  N a H 2 P 0 4 ,  l O m M  T r i s ,  p H  6 . 3 )  a n d  w a s h  f r a c t i o n s  
w e r e  a l s o  r e t a i n e d  f o r  a n a l y s i s .  T h e  i r n m o b i l i s e d  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  f i n a l l y  
e l u t e d  i n  f o u r  l m l  f r a c t i o n s  w i t h  e l u t i o n  b u f f e r  ( 8 M  u r e a ,  l O O r n M  N a H 2 P 0 4 ,  l O m M  
T r i s ,  p H  4 . 5 ) .  A l l  f r a c t i o n s  w e r e  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  
2 . 2 . 3 .  
2 . 3 . 1 . 8  E x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  P L D  u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s  
2 . 3 . 1 . 8 . 1  L a r g e - s c a l e  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  
S t a r t e r  c u l t u r e s  ( 1 0 m l  S B  m e d i a ,  c o n t a i n i n g  1 %  ( w / v )  g l u c o s e ,  1 0 p g / m l  t e t r a c y c l i n e ,  
1 0 0 p g I m l  a m p i c i l l i n  a n d  2 5 p g l m l  c h l o r a m p h e n i c o l )  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  a  s i n g l e  
c o l o n y  o f  X L l O - G o l d  E .  c o l i  c e l l s  c o n t a i n i n g  p J G S 9 0 ,  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7 " C ,  
w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 r p m .  T h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g ,  5 O O r n l  S B ,  c o n t a i n i n g  1 %  ( w l v )  
g l u c o s e  a n d  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s ,  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  5 m l  o f  t h e  o v e r n i g h t  
c u l t u r e  a n d  g r o w n  a t  3 7 ° C  f o r  8  h o u r s  w i t h  s h a k i n g  a t  2 0 0 r p m .  T h e  c u l t u r e  w a s  t h e n  
c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  2 0 m i n  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
d i s c a r d e d .  T h e  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  5001111 o f  f r e s h  S B  m e d i a ,  c o n t a i n i n g  
a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s  ( b u t  n o  g l u c o s e )  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 0 ° C  w i t h  
s h a k i n g  a t  2 0 0 r p m .  T h e  c u l t u r e  w a s  t h e n  i n d u c e d  w i t h  0 . 0 5 m M  I P T G  a n d  i n c u b a t e d  
o v e r n i g h t  a t  3 0 ° C  w i t h  s h a k i n g  a t  2 0 0 r p m .  T h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g  t h e  c u l t u r e  w a s  
c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  3 0 m i n  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
d i s c a r d e d .  T h e  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  2 0 m l  o f  c o l u m n  l o a d i n g  b u f f e r  ( 5 0 m M  
N a H 2 P 0 4 ,  p H 8 . 0 ;  3 0 0 m M  N a C 1 ,  1 0 m M  i m i d a z o l e ) .  T h e  c e l l s  w e r e  s o n i c a t e d  o n  i c e  
f o r  9 0 s e c  m i n  a t  5 0 %  o u t p u t  ( x 2 ) ,  f o l l o w e d  b y  1 5 s e c  a t  7 0 %  o u t p u t  ( x 2 ) .  T h e  c e l l s  
w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  i n  O a k r i d g e  t u b e s  a t  4 8 , 0 0 0 g  a t  4 ° C  f o r  3 0 m i n  ( B e c k m a n  
c e n t r i f u g e )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  ( l y s a t e )  w a s  s y r i n g e  f i l t e r e d  a n d  p u r i f i e d ,  a s  p e r  
S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 8 . 2 .  
2 . 3 . 1 . 8 . 2  P u r i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  b y  i m m o b i l i s e d  m e t a l  a f f i n i t y  
c h r o m a t o g r a p h y  ( I M A C )  
T h e  f o l l o w i n g  p u r i f i c a t i o n  m e t h o d  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  4 ° C  a n d  t h e  c o l u m n  w a s  n e v e r  
l e f t  t o  r u n  c o m p l e t e l y  d r y .  A n  ~ c o n o - ~ a c ~ ~  c h r o m a t o g r a p h y  c o l u m n  ( B i o R a d )  w a s  
p r e p a r e d  b y  l o a d i n g  2 n d  o f  r e s u s p e n d e d  N i - N T A  r e s i n  ( Q i a g e n  L t d . )  a n d  l e f t  t o  s e t t l e  
t o  f o r m  a  l m l  p a c k e d  r e s i n .  T h e  c o l u m n  w a s  e q u i l i b r a t e d  w i t h  l O m l  r u n n i n g  b u f f e r  
( 5 0 m M  N a H z P 0 4 ,  p H 8 . 0 ;  3 0 0 m M  N a C l ,  2 0 m M  i m i d a z o l e ) .  T h e  l y s a t e  (201111) w a s  
a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n  3  t i m e s  a n d  t h e  f l o w - t h r o u g h  c o l l e c t e d .  T h e  c o l u m n  w a s  t h e n  
w a s h e d  t w i c e  w i t h  5 m l  w a s h  b u f f e r  ( 5 0 m M  N a H 2 P 0 4 ,  p H  8 . 0 ;  3 0 0 m M  N a C 1 ,  2 0 r n M  
i m i d a z o l e )  t o  r e m o v e  a n y  n o n - s p e c i f i c a l l y  b o u n d  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s .  T h e  p r o t e i n  
w a s  f i n a l l y  e l u t e d  w i t h  5 m l  o f  e l u t i o n  b u f f e r  ( 5 0 m M  N a H z P 0 4 ,  p H  8 . 0 ;  3 0 0 m M  N a C l ,  
2 5 0 m M  i m i d a z o l e ) .  T h e  e l u t e d  P L D  p r o t e i n  w a s  b u f f e r  e x c h a n g e d  i n t o  P B S  b y  
u l t r a f i l t r a t i o n  ( V i v a s p i n ,  S a r t o r i u s )  a n d  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  
w a s  e v a l u a t e d  u s i n g  S D S - P A G E .  
2 . 3 . 2  D e v e l o p m e n t  o f  a n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  C L A  i n  s h e e p  
A l l  s e r u m  s a m p l e s  u s e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  d i a g n o s t i c  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  w e r e  k i n d l y  d o n a t e d  b y  B e r n a r d  B r a d s h a w  o f  t h e  C e n t r a l  
V e t e r i n a r y  R e s e a r c h  L a b o r a t o r y  ( C V R L ) ,  A b b o t s t o w n ,  D u b l i n .  A  s e t  o f  n i n e  c o n t r o l  
s e r u m  s a m p l e s ,  w h i c h  h a d  b e e n  t a k e n  f r o m  s h e e p  ' o n - s i t e '  w e r e  p r o v i d e d .  T h e s e  
i n c l u d e d  f i v e  s e r u m  s a m p l e s  c o l l e c t e d  f r o m  s h e e p  e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  w i t h  C .  
p s e u d o t u b e r c u l o s i s  ( G B 0 4 - 0 1 3 2 8 0 ,  - 0 1 3 2 8 1 ,  - 0 1 3 2 8 2 ,  - 0 1 3 2 8 3 ,  - 0 1 3 2 8 4 )  a n d  f o u r  
s a m p l e s  t a k e n  f r o m  s h e e p  w i t h  n o  p r i o r  h i s t o r y  o f  i n f e c t i o n  ( G B 0 4 - 0  1 3 2 7 6 ,  - 0  1 3 2 7 7 ,  
- 0 1 3 2 7 8 ,  - 0 1 3 2 7 9 ) .  A  p a n e l  o f  s e r a  ( n = 9 2 ) ,  w h i c h  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  t e s t e d  b y  a  
m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  t e r  L a a k  e t  a l .  ( 1 9 9 2 ) ,  w e r e  a l s o  o b t a i n e d  f r o m  A b b o t s t o w n .  
2 . 3 . 2 . 1  I n d i r e c t  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  C L A  i n  s e r u m  s a m p l e s  
N u n c   a x i  i s  o r b ^  p l a t e s  w a s  c o a t e d  w i t h  I O O p l  o f  P L D ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
I O p g l m l  i n  P B S  ( p H  7 . 4 ) ,  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ° C .  P l a t e s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  
t i m e s  w i t h  P B S  a n d  t h e n  b l o c k e d  w i t h  2 0 0 p l  P B S ,  p H  7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  
~ a r v e l ~ ~  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S  a n d  
t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S T .  C L A - p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r u m  w e r e  d i l u t e d  1  i n  5 0  i n  
P B S ,  p H  7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  4 %  ( w / v )  ~ a r v e l ~ ~  a n d  p r e - i n c u b a t e d  a t  37OC f o r  1  h o u r .  
F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  t h e  i m m u n o p l a t e  w a s  w a s h e d  a s  b e f o r e  a n d  l O O p l  o f  e a c h  
d i l u t e d  s e r u m  s a m p l e  w a s  a d d e d  t o  t h e  w e l l s .  T h e  p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  a g a i n  a t  37OC 
f o r  1  h o u r  a n d  w a s h e d  a s  b e f o r e .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  1 0 0 p l  o f  a  1  i n  4 , 0 0 0  
d i l u t i o n  o f  H R P - l a b e l l e d  r a b b i t  a n t i - s h e e p  a n t i b o d y  ( D a k o )  i n  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  
( w I v )  ~ a r v e l ~  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C .  P l a t e s  w e r e  a g a i n  w a s h e d  a n d  a  
c h r o m o g e n i c  s u b s t r a t e ,  o - P D  ( 0 . 4 m g l m l  o - p h e n y l e n e d i a m i n e  i n  0 . 0 5  M  p h o s p h a t e  
c i t r a t e  b u f f e r ,  p H  5 . 0 ,  a n d  0 . 4  m g l m l  o f  u r e a  h y d r o g e n  p e r o x i d a s e )  ( S i g m a - A l d r i c h  
I r e l a n d  L t d . ) ,  w a s  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 7 O C .  A b s o r b a n c e  w a s  r e a d  
a t  4 5 0 n m  o n  a  T i t e r t e k  R e a d e r .  
2 . 3 . 3  
D e v e l o p m e n t  o f  a  B i a c o r e  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  C L A  i n  s h e e p  
A n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  a  B i a c o r e  3 0 0 0 T M  i n s t r u m e n t  o p e r a t e d  w i t h  t h e  B i a c o r e  
3 0 0 0  C o n t r o l  S o f t w a r e  p a c k a g e  v e r s i o n  3 . 1 . 1 .  A l l  d a t a  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  
B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1 .  R e s e a r c h  g r a d e  C M 5  ( c a r b o x y m e t h y l a t e d  5 )  s e n s o r  c h i p s  w e r e  
e m p l o y e d  a n d  H e p e s  B u f f e r e d  S a l i n e  ( H B S ) ,  p H  7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  1 0 r n M  H E P E S  ( 4 - ( 2 -  
h y d r o x y e t h y 1 ) p i p e r a z i n e -  1  - e t h a n e s u l f o n i c  a c i d ) ,  1 5 0 m M  N a C l ,  3 . 4 m M  E D T A  a n d  
0 . 0 5 %  ( v l v )  T w e e n  2 0 ,  w a s  u s e d  a s  t h e  r u n n i n g  b u f f e r .  T h i s  w a s  f r e s h l y  p r e p a r e d ,  
f i l t e r e d  ( p o r e  s i z e  0 . 2 2 ~ )  a n d  d e g a s s e d  u s i n g  a  v a c u u m  f i l t r a t i o n  a p p a r a t u s  
( M i l l i p o r e  s i n t e r e d  g l a s s  f i l t r a t i o n  u n i t )  b e f o r e  u s e .  A l l  s a m p l e s  w e r e  s y r i n g e  f i l t e r e d  
( 0 . 2 ~  p o r e  s i z e )  t o  r e m o v e  a n y  p a r t i c u l a t e  m a t t e r .  
2 . 3 . 3 . 1  P r e c o n c e n t r a t i o n  s t u d i e s  
P L D  ( - l O p g / m l )  w a s  p r e p a r e d  i n  l O m M  s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r  t h a t  h a d  b e e n  a d j u s t e d  
w i t h  1 0 %  ( v l v )  a c e t i c  a c i d  t o  a  r a n g e  o f  p H  v a l u e s .  T h e  p r o t e i n  s a m p l e ,  a t  t h e  
r e s p e c t i v e  p H ,  w a s  p a s s e d  o v e r  a n  u n d e r i v a t i s e d  c h i p  s u r f a c e ,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  
l o a m i n  f o r  1  m i n u t e ,  a n d  t h e  a m o u n t  o f  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  m o n i t o r e d .  T h e  p H ,  
w h i c h  g a v e  t h e  h i g h e s t  d e g r e e  o f  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n ,  i . e .  m a x i m u m  r e s p o n s e ,  
w a s  c h o s e n  a s  t h e  b u f f e r  f o r  s u b s e q u e n t  i m m o b i l i s a t i o n s .  
2 . 3 . 3 . 2  I m m o b i l i s a t i o n  o f  P L D  p r o t e i n  o n t o  s e n s o r  s u r f a c e  
I r n m o b i l i s a t i o n  o f  p r o t e i n s  w a s  c a r r i e d  o u t  a c c o r d i n g  t o  s t a n d a r d  a m i n e  c o u p l i n g  
c h e m i s t r y .  B r i e f l y ,  t h e  c a r b o x y m e t h y l a t e d  d e x t r a n  s u r f a c e  w a s  a c t i v a t e d  b y  m i x i n g  
e q u a l  v o l ~ ~ m e s  o f  l O O m M  N H S  ( N - h y d r o x y s u c c i n i m i d e )  a n d  4 0 0 m M  E D C  ( N - e t h y l -  
N - ( d i m e t h y l - a m i n o p r o p y l )  c a r b o d i i m i d e  h y d r o c h l o r i d e )  a n d  i n j e c t i n g  t h e  m i x t u r e  
o v e r  t h e  s e n s o r  c h i p  s u r f a c e  f o r  8  m i n u t e s  a t  a  f l o w  r a t e  o f  1 0 p l l m i n .  P r o t e i n  i n  
l O m M  s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r ,  a t  p H  4 . 4 ,  w a s  i n j e c t e d  o v e r  t h e  a c t i v a t e d  s u r f a c e  f o r  4 0  
m i n u t e s  a t  a  f l o w  r a t e  o f  5 f l m i n .  U n r e a c t e d  N H S  g r o u p s  w e r e  c a p p e d  b y  a n  i n j e c t i o n  
o f  1 M  e t h a n o l a m i n e ,  p H  8 . 5 ,  f o r  7  m i n u t e s .  L o o s e l y  b o u n d  p r o t e i n  w a s  r e m o v e d  
u s i n g  t h r e e  3 0 s e c  p u l s e  o f  5 m M  N a O H  p r i o r  t o  u s e .  
2 . 3 . 3 . 3  N o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  s t u d i e s *  
A n t i b o d y  s o l u t i o n s  ( o r  s e r u m - c o n t a i n i n g  a n t i b o d y )  a t  t h e  o p t i m a l  a s s a y  d i l u t i o n  w e r e  
s i m u l t a n e o u s l y  i n j e c t e d  o v e r  b o t h  t h e  b l a n k  C M - d e x t r a n  s u r f a c e  ( r e f e r e n c e  f l o w  c e l l )  
a n d  a  d e x t r a n  s u r f a c e  w i t h  t h e  a n a l y t e  o f  i n t e r e s t  i m m o b i l i s e d .  T h e  b i n d i n g  r e s p o n s e  
f o l l o w i n g  e a c h  i n j e c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  a n d  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  d e g r e e  o f  n o n -  
s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  t h e  a n t i b o d i e s  t o  t h e  d e x t r a n  m a t r i x .  
2 . 3 . 3 . 4  R e g e n e r a t i o n  s t u d i e s *  
A  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t i b o d y  ( o r  s e r u m - c o n t a i n i n g  a n t i b o d y )  w a s  p a s s e d  o v e r  
t h e  c h i p  s u r f a c e ,  a t  t h e  o p t i m i s e d  f l o w r a t e ,  a n d  t h e  s u r f a c e  r e g e n e r a t e d  b y  p a s s i n g  
o v e r  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  N a O H  r a n g i n g  f r o m  1 - 1 0 0 r n M  t o  a s s e s s  t h e  s t a b i l i t y  o f  
t h e  i m r n o b i l i s e d  p r o t e i n  o r  h a p t e n  s u r f a c e .  T h i s  c y c l e  o f  b i n d i n g  a n d  r e g e n e r a t i o n  
w a s  u s u a l l y  c o m p l e t e d  f o r  g r e a t e r  t h a n  5 0  c y c l e s ,  a n d  t h e  b i n d i n g  s i g n a l  m e a s u r e d  t o  
a s s e s s  t h e  s t a b i l i t y  a n d  s u i t a b i l i t y  o f  t h e  i m m o b i l i s e d  s u r f a c e  f o r  a s s a y  p u r p o s e s .  
*  T h e s e  m e t h o d s  a r e  g e n e r i c .  A n y  a m e n d m e n t s  t h a t  h a v e  b e e n  m a d e  a r e  c l e a r l y  c i t e d  w i t h i n .  
t h e  r e l e v a n t  r e s u l t s  c h a p t e r s  w i t h i n  t h i s  t h e s i s .  
2 . 4  P r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  g e n e t i c a l l y  d e r i v e d  F a b  f r a g m e n t s  
d i r e c t e d  a g a i n s t  a f l a t o x i n  B 1  
2 . 4 . 1  A f l a t o x i n  B l  s a f e t y  p r e c a u t i o n s  
A f l a t o x i n  B 1  ( A F B l )  i s  a  p o t e n t  c a r c i n o g e n  t h a t  c a n  c a u s e  h e r i t a b l e  g e n e t i c  d a m a g e .  I t  
i s  v e r y  t o x i c  b y  i n h a l a t i o n ,  w h e n  i n  c o n t a c t  w i t h  s k i n  o r  i f  s w a l l o w e d .  T h e r e f o r e ,  a l l  
a f l a t o x i n - r e l a t e d  w o r k  w a s  c o n d u c t e d  i n  a  f u m e h o o d  a n d  p e r s o n a l  p r o t e c t i v e  c l o t h i n g  
w a s  w o r n  a t  a l l  t i m e s .  S p i l l a g e s  w e r e  c l e a n e d  u p  i m m e d i a t e l y  u s i n g  1 2 %  ( v l v )  
h y p o c h l o r i t e .  A l l  a f l a t o x i n  B I - c o n t a m i n a t e d  w a s t e  w a s  d e c o n t a m i n a t e d  b y  t r e a t i n g  
w a s t e  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  1 2 %  ( v l v )  h y p o c h l o r i t e  a n d  i n c u b a t i o n  f o r  3 0  m i n u t e s  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  p H  o f  t h e  w a s t e  w a s  t h e n  a d j u s t e d  t o  8 . 0  a n d  l e f t  s t a n d i n g  
f o r  3 0  m i n u t e s .  F i n a l l y ,  5 %  ( v l v )  a c e t o n e  w a s  a d d e d  a n d  f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  f o r  3 0  
m i n u t e s  t h e  d e c o n t a m i n a t e d  w a s t e  w a s  d i s p o s e d  o f ,  
2 . 4 . 2  
C o n s t r u c t i o n  o f  a  c h i m e r i c  m o u s e h u m a n  F a b  l i b r a r y  t o  A F B l  
T h e  c h i m e r i c  m o u s e / h u m a n  F a b  l i b r a r y  w a s  c o n s t r u c t e d  u s i n g  P C R  a s s e m b l y  
m e t h o d s  a s  d e s c r i b e d  b y  B a r b a s  e t  a l .  ( 2 0 0 1 ) .  V a r i a b l e  r e g i o n s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  a  
m u r i n e  A F B 1 - s p e c i f i c  s c F v  ( D u n n e  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  l i g h t -  a n d  h e a v y - c h a i n  c o n s t a n t  
r e g i o n s  w e r e  a m p l i f i e d  f r o m  t h e  p C o m b 3 X  v e c t o r  s e r i e s ,  w h i c h  c o n t a i n  a  p r e v i o u s l y  
c l o n e d  h u m a n  F a b .  T h e s e  p C o m b 3 X  v e c t o r s  w e r e  l u n d l y  p r o v i d e d  b y  P r o f .  C a r l o s  
B a r b a s  o f  t h e  S c r i p p s  R e s e a r c h  I n s t i t u t e ,  L a  J o l l a ,  C a l i f o r n i a  9 2 0 3 7 ,  U S A .  
2 . 4 . 2 . 1  A m p l i f i c a t i o n  o f  m u r i n e  a n t i b o d y  v a r i a b l e  r e g i o n s  
T h e  p r i m e r s  l i s t e d  b e l o w  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  M W G  B i o t e c h  L t d .  a n d  w e r e  u s e d  f o r  
t h e  s u b s e q u e n t  a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  m u r i n e  v a r i a b l e  a n t i b o d y  r e g i o n s  f r o m  a  p A K l O O  
v e c t o r  c o n t a i n i n g  t h e  a n t i - A F B 1  s c F v  ( k i n d l y  d o n a t e d  b y  D r .  L y n s e y  D u n n e ) .  T h e  V -  
s p e c i f i c  p r i m e r s  w e r e  a d a p t e d  f o r  t h e  p C o m b 3  v e c t o r s  ( B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  f r o m  
K r e b b e r  e t  a l .  ( 1 9 9 7 ) .  P r i m e r s  w e r e  m i x e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  d e g r e e  o f  d e g e n e r a t i o n .  
M S C V L - 1  a n d  M H C L 5 - B  p r i m e r s  w e r e  u s e d  f o r  v a r i a b l e  l a m b d a  ( V A )  l i g h t  c h a i n  
a m p l i f i c a t i o n  a n d  t h e  M h y V H l  p r i m e r  a n d  M H y I g G C H l - B  p r i m e r  m i x  ( r e v e r s e ;  
M H y I g G C H l B l - B 4 )  w e r e  u s e d  f o r  V H l  a m p l i f i c a t i o n .  T h e  f o l l o w i n g  s e q u e n c e s  a r e  
g i v e n  u s i n g  t h e  s t a n d a r d  I U P A C  n o m e n c l a t u r e  o f  m i x e d  b a s e s  w h e r e :  R  =  A  o r  G ;  M  
= A  o r  C .  
2 . 4 . 2 . 1 . 1  P r i m e r s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  v a r i a b l e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  g e n e s  
V a r i a b l e  l i g h t  l a m b d a  ( V n )  f o r w a r d  v r i m e r  
M S C V L - 1  
5 '  G G G C C C A G G C G G C C G A G C T C G A T G C T G T T G T G A C T C A G G A A T  3 '  
V a r i a b l e  l i g h t  l a m b d a  f V J  r e v e r s e  v r i m e r  
M H C L S - B  
5 '  C G A G G G G G C A G C C T T G G G C T G A C C T A G G A C A G T C A G T T G G  3 '  
V a r i a b l e  h e a v y  f V H l )  f o r w a r d  v r i m e r  
M h y V H l  
5 '  G C T G C C C A A C C A G C C A T G G C C C T C G A G G T M R  A G C T T C A G G A G T C  3 '  
V a r i a b l e  h e a v v  ( V H )  r e v e r s e  v r i m e r s  
M H y  I g G C H 1 - B l  
5 ' C G A T G G G C C C T T G G T G G A G G C T G A G G A G A C G G T G A C C G T G G T 3 '  1  
M H y I g G C H l - B 2  
5 '  C G A T G G G C C C T T G G T G G A G G C T G A G G A G A C T G T G A G A G T G G T  3 '  1  
M H y I g G C H l - B 3  
5' C G A T G G G C C C T T G G T G G A G G C T G C A G A G A C A G T G A C C A G A G T  3 '  1  
M H y I g G C H l - B 4  
5 '  C G A T G G G C C C T T G G T G G A G G C T G A G G A G A C G G T G A C T G A G G T  3 '  1  
2 . 4 . 2 . 1 . 2  P C R  c o m p o n e n t s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  v a r i a b l e  c h a i n  g e n e s  o f  s c F v  
C o m u o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  p e r  r e a c t i o n  (1x1 
F o r w a r d  P r i m e r  M i x  2 5 p m o l  
R e v e r s e  P r i m e r  M i x  2 5 p m o l  
P C R  B u f f e r  ( 1 0 X )  1 X  
M g C l z  1 . 5 m M  
d N T P '  s  2 0 0 p . M  
P l a s m i d  D N A  1  O n g  
T a q  p o l y m e r a s e  1 . 2 5 U  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  5 0 d .  
2 . 4 . 2 . 1 . 3  P C R  c o n d i t i o n s  f o r  a m p l i f c a t i o n  o f  v a r i a b l e  c h i n  g e n e s  o f  s c F v  
3 0  c y c l e s  o f :  
9 4 ° C  x  1 5  s e c  
5 6 ° C  x  3 0  s e c  
7 2 ° C  x  9 0  s e c  
f o l l o w e d  b y  7 2 ° C  x  1 0  m i n  
F i v e  m i c r o l i t r e s  o f  e a c h  r e a c t i o n  w a s  a n l a y s e d  o n  a  2 %  ( w l v )  a g a r o s e  g e l ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s c a l e d  u p  ( 5 X ) ,  t h e  P C R  p r o d u c t s  p o o l e d  
a n d  e t h a n o l - p r e c i p i t a t e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 4 .  T h e  P C R  p r o d u c t s  w e r e  
p u r i f i e d  f r o m  a  1 . 5 %  ( w l v )  a g a o r s e  g e l ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 5 .  D N A  w a s  
q u a n t i f i e d  b y  m e a u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0 n m  o n  a  N a n o d r o p  s p e c t r o p h o t o m e t e r  
( N D -  1 0 0 0 ) .  
2 . 4 . 2 . 1 . 4  E t h a n o l  P r e c i p i t a t i o n  o f  D N A  
O n e - t e n t h  t h e  v o l u m e  o f  3 M  s o d i u m  a c e t a t e ,  p H  - 5 . 2 - 6 ,  w a s  a d d e d  t o  a  s o l u t i o n  o f  
D N A .  T h e  s o l u t i o n  w a s  m i x e d  a n d  t w o  v o l u m e s  o f  a b s o l u t e  e t h a n o l  w a s  a d d e d ,  
m i x e d  a n d  i n c u b a t e d  a t  - 2 0 ° C  f o r  2  h o u r s  o r  o v e r n i g h t ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  D N A * .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  D N A  w a s  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  
2 0 , 0 0 0 g  f o r  1 5 - 3 0  m i n u t e s  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  
c a r e f u l l y  w i t h o u t  d i s r u p t i n g  t h e  p e l l e t  a n d  t h e  t u b e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 , 0 0 0 g  f o r  1  
m i n u t e  a t  4OC ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  t o  r e m o v e  a n y  r e s i d u a l  l i q u i d .  T h e  p e l l e t  w a s  
w a s h e d  t o  r e m o v e  e x c e s s  c o n t a m i n a n t s  ( e s p e c i a l l y  s a l t s  a n d  c h e l a t o r s )  i n  l m l  7 0 %  
( v l v )  e t h a n o l  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 , 0 0 0 g  f o r  2  m i n u t e s  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  c a r e f u l l y  a n d  t h e  t u b e  r e - c e n t r i f u g e d  b r i e f l y  t o  r e m o v e  a n y  
r e m a i n i n g  l i q u i d .  T h e  p e l l e t  w a s  a i r - d r i e d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  t h e  r e q u i r e d  a m o u n t  o f  
m o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r .  
* M o r e  c o n c e n t r a t e d  D N A  s o l u t i o n s  ( > 1 0 0 n g / m l )  r e q u i r e d  l e s s  i n c u b a t i o n  t i m e .  
2 . 4 . 2 . 1 . 5  P u r i f i c a t i o n  o f  P C R  r e a c t i o n  p r o d u c t s  
P u r i f i c a t i o n  o f  P C R  r e a c t i o n  p r o d u c t s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  a n  E p p e n d o r f  
P e r f e c t p r e p @  G e l  C l e a n u p  K i t .  T h e  P C R  p r o d u c t s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  a g a r o s e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 4 .  T h e  a p p r o p r i a t e  b a n d s  w e r e  e x c i s e d  
u s i n g  a  c l e a n  s c a l p e l ,  t r a n s f e r r e d  t o  a  c l e a n  c o l l e c t i o n  t u b e  a n d  w e i g h e d .  B i n d i n g  
b u f f e r  w a s  a d d e d  t o  a  v o l u m e  o f  t h r e e  t i m e s  t h e  w e i g h t  o f  t h e  a g a r o s e  s l i c e .  T h e  
s a m p l e s  w e r e  i n v e r t e d  t h r e e  t i m e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  5 0 ° C  f o r  a p p r o x .  1 0  m i n u t e s ,  u n t i l  
t h e  a g a r o s e  h a d  m e l t e d .  I s o p r o p a n o l  w a s  a d d e d  a t  a  v o l u m e  e q u a l  t o  t h a t  o f  t h e  
w e i g h t  o f  t h e  a g a r o s e  s l i c e .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  a  s p i n  c o l u m n  a n d  
c e n t r i f u g e d  f o r  2  m i n u t e s  a t  1 4 , 0 0 0 g  ( H e r e a u s  B i o f u g e  P i c o ) .  T h e  ' f l o w - t h r o u g h '  w a s  
d i s c a r d e d  a n d  t h e  s p i n  c o l u m n  w a s h e d  w i t h  7 5 0 p . l  o f  w a s h  b u f f e r .  T h e  c o l u m n  w a s  
c e n t r i f u g e d  f o r  1  m i n u t e  a t  1 4 , 0 0 0 g  ( H e r e a u s  B i o f u g e  P i c o )  a n d  t h e  ' f l o w - t h r o u g h '  
d i s c a r d e d .  T h e  c o l u m n  w a s  c e n t r i f u g e d  a s  b e f o r e  t o  r e m o v e  a n y  r e s i d u a l  w a s h  b u f f e r .  
T h e  s p i n  c o l u m n  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  c l e a n  t u b e ,  3 0 p l  o f  m o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  
a d d e d  a n d  t h e  c o l u m n  c e n t r i f u g e d  a t  1 4 , 0 0 0 g  f o r  1  m i n u t e  ( H e r e a u s  B i o f u g e  P i c o )  t o  
e l u t e  D N A .  P u r i f i e d  P C R  p r o d u c t s  w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  r e q u i r e d .  
2 . 4 . 2 . 2  A m p l i f i c a t i o n  o f  h u m a n  a n t i b o d y  c o n s t a n t  r e g i o n s  
H u m a n  C ) ,  r e g i o n - p e l B  l e a d e r  s e q u e n c e s  a n d  C H I  c h a i n  h u m a n  w e r e  a m p l i f i e d  f r o m  
p C o m b 3 X h  a n d  p C o m b 3 X T T ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  p C o m b 3  v e c t o r s  c o n t a i n  s t a n d a r d  
h u m a n  F a b  i n s e r t s  ( B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
2 . 4 . 2 . 2 . 1  P r i m e r s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  c o n s t a n t  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  g e n e s  
C o n s t a n t  l i g h t  l a m b d a  ( C J    r i m e r s  
H L C - F  I f o r w a r d )  
5 '  G G T C A G C C C A A G G C T G C C C C C  3 '  
L e a d - B  ( r e v e r s e )  
5 '  G G C C A T G G C T G G T T G G G C A G C  3 '  
H I g G C H 1 - F  ( f o r w a r d )  
5 '  G C C T C C A C C A A G G G C C C A T C G G T C  3 '  
d p s e q  ( r e v e r s e )  
5 '  A G A A G C G T A G T C C G G A A C G T C  3 '  
2 . 4 . 2 . 2 . 2  P C R  c o m p o n e n t s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  c o n s t a n t  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  
g e n e s  
C o m ~ o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  ~ e r  r e a c t i o n  ( 1 x 1  
F o r w a r d  P r i m e r  M i x  2 5 p m o l  
R e v e r s e  P r i m e r  M i x  2 5 p m o l  
P C R  B u f f e r  ( 1 0 X )  1  X  
M g C l z  1 . 5 m M  
d N T P '  s  2 0 0 p . M  
P l a s m i d  D N A  ( p C o m b 3 X ' I T  o r  p C o m b 3 X h )  1  O n g  
T a q  p o l y m e r a s e  1 . 2 5 U  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  5 0 p . l .  
2 . 4 . 2 . 2 . 3  P C R  c o n d i t i o n s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  c o n s t a n t  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  
g e n e s  
2 0  c y c l e s  o f :  
9 4 ° C  x  1 5  s e c  
5 6 ° C  x  3 0  s e c  
7 2 ° C  x  9 0  s e c  
f o l l o w e d  b y  7 2 ° C  x  1 0  r n i n  
A  f i v e  m i c r o l i t r e  v o l u m e  f r o m  e a c h  r e a c t i o n  w a s  a n l a y s e d  o n  a  2 %  ( w l v )  a g a r o s e  g e l ,  
a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 .  
T h e  r e a c t i o n  w a s  s c a l e d  u p  ( 5 X ) ,  t h e  P C R  p r o d u c t s  
p o o l e d  a n d  e t h a n o l - p r e c i p i t a t e d  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 4 ) .  T h e  P C R  p r o d u c t s  w e r e  t h e n  
p u r i f i e d  f r o m  a  1 . 5 %  ( w l v )  a g a r o s e  g e l ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 5 .  D N A  w a s  
q u a n t i f i e d  b y  m e a u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0 n m  o n  a  N a n o d r o p  s p e c t r o p h o t o m e t e r  
( N D -  1 0 0 0 ) .  
2 . 4 . 2 . 3  A s s e m b l y  o f  m o u s e  v a r i a b l e  r e g i o n s  w i t h  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s  
M o u s e  v a r i a b l e  r e g i o n  P C R  p r o d u c t s  w e r e  c o m b i n e d  w i t h  t h e  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n  
P C R  p r o d u c t s  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n  P C R  t o  g e n e r a t e  c h i m e r i c  l i g h t - c h a i n  a n d  h e a v y -  
c h a i n  f r a g m e n t s .  
2 . 4 . 2 . 3 . 1  
P r i m e r s  f o r  P C R  a s s e m b l y  o f  m o u s e  V L  s e q u e n c e s  w i t h  h u m a n  C A  P C R  
p r o d u c t  
R S C - F  ( f o r w a r d )  
5 ' G A G G A G G A G G A G G A G G A G G C G G G G C C C A G G C G G C C G A G C T C 3 '  
L e a d - B  ( r e v e r s e )  
5 '  G G C C A T G G C T G G T T G G G C A G C  3 '  
2 . 4 . 2 . 3 . 2  
P C R  c o m p o n e n t s  f o r  a s s e m b l y  o f  m o u s e  V L  s e q u e n c e s  w i t h  h u m a n  C A  
P C R  p r o d u c t  
C o m p o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  p e r  r e a c t i o n  ( 1 x 1  
F o r w a r d  p r i m e r  ( R S C - F )  2 5 p m o l  
R e v e r s e  p r i m e r  ( L e a d - B )  2 5 p m o l  
P C R  B u f f e r  ( 1 0 X )  1  X  
M g C l z  1 . 5 m M  
d N T P '  s  2 0 0 p M  
P u r i f i e d  V ~ p r o d u c t  5 0 n g  
P u r i f i e d  C s p r o d u c t  5 0 n g  
T a q  p o l y m e r a s e  1 . 2 5 U  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  5 0 p l .  
2 . 4 . 2 . 3 . 3  
P r i m e r s  f o r  P C R  a s s e m b l y  o f  m o u s e  V H  s e q u e n c e s  w i t h  h u m a n  C H I  
P C R  p r o d u c t  
l e a d V H  ( f o r w a r d )  
5 '  G C T G C C C A A C C A G C C A T G G C C  3 '  
d p s e q  ( r e v e r s e )  
5 '  A G A A G C G T A G T C C G G A A C G T C  3 '  
2 . 4 . 2 . 3 . 4  
P C R  c o m p o n e n t s  f o r  a s s e m b l y  o f  m o u s e  V H  s e q u e n c e s  w i t h  h u m a n  C H I  
P C R  p r o d u c t  
C o m p o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  p e r  r e a c t i o n  ( 1 x 1  
F o r w a r d  p r i m e r  ( l e a d V H )  2 5 p m o l  
R e v e r s e  p r i m e r  ( d p s e q )  2 5 p m o l  
P C R  B u f f e r  ( 1 0 X )  1  X  
M g C l : !  1 . 5 m M  
d N T P '  s  2 0 0 m  
P u r i f i e d  V L  p r o d u c t  5 0 n g  
P u r i f i e d  C L - p e l B  p r o d u c t  5 0 n g  
T a q  p o l y m e r a s e  1 . 2 5 U  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  5 0 d .  
2 . 4 . 2 . 3 . 5  
P C R  c o n d i t i o n s  f o r  a s s e m b l y  o f  m o u s e  v a r i a b l e  r e g i o n s  w i t h  h u m a n  
c o n s t a n t  r e g i o n s  
1 5  c y c l e s  o f :  
9 4 ° C  f o r  1 5  s e c o n d s  
5 6 ° C  f o r  3 0  s e c o n d s  
7 2 ° C  f o r  2  m i n u t e s  
f o l l o w e d  b y  7 2 ° C  f o r  1 0  m i n u t e s  
F i v e  m i c r o l i t r e s  o f  e a c h  r e a c t i o n  w a s  a n l a y s e d  o n  a  1 . 5 %  ( w l v )  a g a r o s e  g e l ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s c a l e d  u p  ( 5 X ) ,  t h e  P C R  p r o d u c t s  p o o l e d  
a n d  e t h a n o l -  p r e c i p i t a t e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 4 .  T h e  P C R  p r o d u c t s  w e r e  
p u r i f i e d  f r o m  a  1 %  ( w / v )  a g a o r s e  g e l ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 5 .  D N A  w a s  
q u a n t i f i e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0 n m  o n  a  N a n o d r o p  s p e c t r o p h o t o m e t e r  
( N D - 1 0 0 0 ) .  
2 . 4 . 2 . 4  A s s e m b l y  o f  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t  
C h i m e r i c  l i g h t - c h a i n  f r a g m e n t s  w e r e  c o m b i n e d  w i t h  t h e  c h i m e r i c  F d  f r a g m e n t s  b y  
o v e r l a p  e x t e n s i o n  P C R  t o  g e n e r a t e  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t s .  
2 . 4 . 2 . 4 . 1  
P r i m e r s  f o r  P C R  a s s e m b l y  o f  c h i m e r i c  l i g h t - c h a i n  s e q u e n c e s  w i t h  
c h i m e r i c  h e a v y - c h a i n  ( F d )  s e q u e n c e s  
R S C - F  ( f o r w a r d )  
S ' G A G G A G G A G G A G G A G G A G G C G G G G C C C A G G C G G C C G A G C T C 3 '  
d p - E X  ( r e v e r s e )  
5 '  G A G G A G G A G G A G G A G G A G A G A A G C G T A G T C C G G A A C G T C  3 '  
2 . 4 . 2 . 4 . 2  
P C R  c o m p o n e n t s  f o r  a s s e m b l y  o f  c h i m e r i c  l i g h t - c h a i n  s e q u e n c e s  w i t h  
c h i m e r i c  h e a v y - c h a i n  ( F d )  s e q u e n c e s  
C o m ~ o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  ~ e r  r e a c t i o n  ( 1 x 1  
F o r w a r d  p r i m e r  ( R S C - F )  2 5 p m o l  
R e v e r s e  p r i m e r  ( d p - E X )  2 5 p m o l  
P C R  B u f f e r  ( 1 0 X )  1  X  
M g S 0 4  4 ~ 1  
d N T P  m i x  2 0 0 p M  
P u r i f i e d  c h i m e r i c  l i g h t - c h a i n  p r o d u c t  1  OOng 
P u r i f i e d  c h i m e r i c  h e a v y - c h a i n  ( F d )  p r o d u c t  l O O n g  
H i F i  T a g  p o l y m e r a s e *  0 . 4 p . l  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  b r i n g  t h e  f i n a l  r e a c t i o n  v o l u m e  t o  l 0 0 p l .  
*  H i g h  f i d e l i t y  ( H i F i )  p o l y m e r a s e  ( I n v i t r o g e n )  w a s  u s e d  t o  i m p r o v e  e f f i c i e n c y  o f  g e n e r a t i n g  
F a b  o v e r l a p  P C R  p r o d u c t .  T h e  u n i q u e  e n z y m e  m i x  c o n t a i n s  t h e r m o s t a b l e  &  a n d  & ) o  D N A  
p o l y m e r a s e s  a n d  i s  d e s i g n e d  t o  g i v e  h i g h  f i d e l i t y ,  h i g h  y i e l d  a n d  h i g h  s p e c i f i c i t y  P C R  
p r o d u c t s .  
2 . 4 . 2 . 4 . 3  
P C R  c o n d i t i o n s  f o r  a s s e m b l y  o f  c h i m e r i c  l i g h t - c h a i n  s e q u e n c e s  w i t h  
c h i m e r i c  h e a v y - c h a i n  ( F d )  s e q u e n c e s  
9 4 " c  f o r  2  m i n u t e s  
1 2  c y c l e s  o f :  
9 4 ° C  f o r  1 5  s e c o n d s  
5 6 ° C  f o r  2 0  s e c o n d s  
7 2 ° C  f o r  3  m i n u t e s  
f o l l o w e d  b y  7 2 ° C  f o r  1 0  m i n u t e s  
F i v e  m i c r o l i t r e s  o f  e a c h  r e a c t i o n  w a s  a n l a y s e d  o n  a  1 . 5 %  ( w / v )  a g a r o s e  g e l  ( S e c t i o n  
2 . 2 . 5 ) .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s c a l e d  u p  ( 5 X ) ,  t h e  P C R  p r o d u c t s  p o o l e d  a n d  e t h a n o l -  
p r e c i p i t a t e d  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 4 ) .  T h e  P C R  p r o d u c t s  w e r e  p u r i f i e d  f r o m  a  1 %  ( w / v )  
a g a r o s e  g e l ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 5 .  D N A  w a s  q u a n t i f i e d  b y  m e a u r i n g  t h e  
a b s o r b a n c e  a t  2 6 0 n m  o n  a  N a n o d r o p  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( N D - 1 0 0 0 ) .  
2 . 4 . 2 . 5  R e s t r i c t i o n - d i g e s t  o f  t h e  p u r i f i e d  o v e r l a p  P C R  p r o d u c t  a n d  v e c t o r  D N A  
R e s t r i c t i o n - d i g e s t  o f  t h e  v u r i f i e d  o v e r l a v  P C R  p r o d u c t :  
C o m ~ o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  u e r  r e a c t i o n  ( 1 x 1  
P u r i f i e d  o v e r l a p  P C R  p r o d u c t  8 %  
S ' I  ( 1 6 U  p e r  p g  o f  D N A )  
1 3 0 U  
N E B  B u f f e r  2  ( 1 0 X )  
1  X  
B S A  ( 1 0 0 X )  1  X  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  2 0 0 p l .  
R e s t r i c t i o n - d i g e s t  o f  t h e  v u r i f i e d  v e c t o r  D N A :  
C o m u o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  ~ e r  r e a c t i o n  ( 1 x 1  
V e c t o r  D N A  ( p C o m b 3 X S S )  2 8 ~ g  
S ' I  ( 7 U  p e r  p g  o f  D N A )  
2 0 0 U  
N E B  B u f f e r  2  ( 1 0 X )  1 X  
B S A  ( 1 0 0 X )  1  X  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  t o t a l  v o l u m e  o f  2 0 0 4  
T h e  d i g e s t s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  5  h o u r s  a t  5 0 ° C .  P C R  p r o d u c t s  w e r e  p o o l e d  a n d  
e t h a n o l - p r e c i p i t a t e d .  T h e  d i g e s t e d  P C R  f r a g m e n t  a n d  t h e  p C o m b 3 X S S  v e c t o r  a n d  
s t u f f e r  f r a g m e n t  w e r e  p u r i f i e d  o n  a  1 %  ( w / v )  a g a r o s e  g e l  a n d  0 . 6 % ( w / v )  a g a r o s e  g e l ,  
r e s p e c t i v e l y ,  b y  e l e c t r o e l u t i o n .  D N A  w a s  q u a n t i f i e d  b y  m e a u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e  a t  
2 6 0 n m  o n  a  N a n o d r o p  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( N D - 1 0 0 0 ) .  
2 . 4 . 2 . 6  L i g a t i o n  o f  t h e  d i g e s t e d  o v e r l a p  P C R  p r o d u c t  w i t h  v e c t o r  D N A  
A  s m a l l - s c a l e  l i g a t i o n  w a s  i n i t i a l l y  p e r f o r m e d  t o  a s s e s s  t h e  e f f i c i e n c y  o f  l i g a t i o n  a n d  
t r a n s f o r m a t i o n .  T w o  c o n t r o l  l i g a t i o n s  w e r e  a l s o  p e r f o r m e d .  T h e  f i r s t  c o n t r o l  l i g a t i o n  
w a s  t o  a s s e s s  t h e  l i g a t i o n  e f f i c i e n c y  o f  t h e  v e c t o r  D N A  b y  l i g a t i n g  i t  w i t h  t h e  p u r i f i e d  
s t u f f e r  f r a g m e n t .  T h e  s e c o n d  c o n t r o l  l i g a t i o n  w a s  p e r f o r m e d ,  c o n t a i n i n g  o n l y  v e c t o r  
D N A ,  t o  e n s u r e  t h e  v e c t o r  d i d  n o t  s e l f - l i g a t e  a n d  t o  e s t i m a t e  t h e  a m o u n t  o f  u n c u t  a n d  
p a r t i a l l y  c u t  v e c t o r  D N A .  
2 . 4 . 2 . 6 . 1  T e s t  l i g a t i o n s  
S m a l l - s c a l e  t e s t  l i g a t i o n :  
C o m u o n e n  f  C o n c e n t r a t i o n  v e r  r e a c t i o n  ( I X )  
p C o m b 3 X S S  ( d i g e s t e d  a n d  p u r i f i e d )  1 4 0 n g  
O v e r l a p  P C R  p r o d u c t  ( d i g e s t e d  a n d  p u r i f i e d )  1 4 0 n g  
T 4  D N A  l i g a s e  b u f f e r  1  X  
T 4  D N A  l i g a s e  1  f l  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  t o t a l  v o l u m e  o f  2 0 p l .  
C o n t r o l  l i g a t i o n  1  ( c o n t r o l  w i t h  s t u f f e r f i a g m e n t ) :  
C o m u o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  p e r  r e a c t i o n  ( I X I  
p C o m b 3 X S S  ( d i g e s t e d  a n d  p u r i f i e d )  1 4 0 n g  
S t u f f e r  f r a g m e n t  ( p u r i f i e d )  1 4 0 n g  
T 4  D N A  l i g a s e  b u f f e r  1  X  
T 4  D N A  l i g a s e  1 P 1  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  t o t a l  v o l u m e  o f  2 0 ~ 1 .  
C o n t r o l  l i g a t i o n  2  ( t e s t  f o r  v e c t o r  s e l f - l i g a t i o n ) :  
C o m p o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  p e r  r e a c t i o n  ( 1 x 1  
p C o m b 3 X S S  ( d i g e s t e d  a n d  p u r i f i e d )  1 4 0 n g  
T 4  D N A  l i g a s e  b u f f e r  
1  X  
T 4  D N A  l i g a s e  I d  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  t o t a l  v o l u m e  o f  2 0 ~ 1 .  
L i g a t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  1 6 O C  o v e r n i g h t .  O n e  m i c r o l i t r e  o f  e a c h  l i g a t i o n  w a s  
t r a n s f o r m e d  i n t o  E .  c o l i  E R 2 5 3 7  b y  e l e c t r o p o r a t i o n ,  a s  d e s c r i b e d  b y  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 8 .  
T h e  t r a n s f o r m e d  c u l t u r e s  w e r e  t h e n  d i l u t e d  1 0 -  a n d  1 0 0 - f o l d  w i t h  p r e w a r m e d  ( 3 7 ° C )  
S O C  a n d  1 0 0 p l  o f  e a c h  d i l u t i o n  p l a t e d  o u t  o n  L B  p l a t e s  c o n t a i n i n g  1 0 0 p g I m l  
c a r b e n i c i l l i n .  
2 . 4 . 2 . 6 . 2  L i b r a r y  l i g a t i o n  
C o m a o n e n t  C o n c e n t r a h . o n  p e r  r e a c t i o n  ( 2 0 x 1  
p C o m b 3 X S S  ( d i g e s t e d  a n d  p u r i f i e d )  2 - 8 P g  
O v e r l a p  P C R  p r o d u c t  ( d i g e s t e d  a n d  p u r i f i e d )  2 . 8 ~ g  
T 4  D N A  l i g a s e  b u f f e r  
1  X  
T 4  D N A  L i g a s e  l a d  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  t o t a l  v o l u m e  o f  4 0 0 ~ 1 .  
L i g a t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  16OC o v e r n i g h t .  O n e  m i c r o l i t r e  o f  g l y c o g e n  w a s  a d d e d  t o  
t h e  l i g a t i o n  a n d  i t  w a s  e t h a n o l - p r e c i p i t a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 4 .  T h e  
D N A  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  2 0 ~ 1  o f m o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  a n d  t r a n s f o r m e d  i n t o  
E .  c o l i  E R 2 7 3 8  e l e c t r o c o r n p e t e n t  c e l l s  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 7  a n d  
2 . 4 . 2 . 8 ) .  
2 . 4 . 2 . 7  P r o d u c t i o n  o f  e l e c t r o c o m p e t e n t  E .  c o l i  E R 2 7 3 8  c e l l s  
A l l  w o r k  s u r f a c e s ,  c u l t u r e  f l a s k s  a n d  c e n t r i f u g e  c o n t a i n e r s  w e r e  b l e a c h e d  p r i o r  t o  c e l l  
p r e p a r a t i o n  t o  e n s u r e  t h e y  w e r e  f r e e  o f  p h a g e  c o n t a m i n a t i o n .  P r e w a r m e d  S B  ( 1 5 m l )  
w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  a  s i n g l e  c o l o n y  o f  E ,  c o l i  E R 2 7 3 8  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  
o v e r n i g h t  w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 r p m .  S i x  2 L  c u l t u r e  f l a s k s ,  c o n t a i n i n g  5001-111 o f  S B  
b r o t h ,  0 . 4 %  ( w i v )  g l u c o s e  a n d  l O m M  M g C 1 2 ,  w e r e  e a c h  i n o c u l a t e d  w i t h  2 . 5 ~ 1 1  o f  t h e  
o v e r n i g h t  c u l t u r e  a n d  i n c u b a t e d  a t  37OC w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 p r m  u n t i l  O D w  r e a c h e d  
0 . 8 - 0 . 9 .  T h e  c e l l s  a n d  5 0 0 m l  c e n t r i f u g e  t u b e s  ( S o r v a l l )  w e r e  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  1 5  
m i n u t e s .  F r o m  t h i s  s t a g e  o n w a r d s  e v e r y t h i n g  w a s  k e p t  o n  i c e  a n d  d o n e  a s  q u i c k l y  a s  
p o s s i b l e .  C e l l s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  2 0  m i n u t e s  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  
5 8 1 0 R ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d e c a n t e d  a n d  e a c h  o f  t h e  s i x  p e l l e t s  r e s u s p e n d e d  i n  
2 5 m l  o f  i c e - c o l d  1 0 %  ( v l v )  g l y c e r o l  a n d  t h e n  t w o  o f  e a c h  o f  t h e  r e s u s p e n d e d  p e l l e t s  
c o m b i n e d  i n  o n e  p r e - c h i l l e d  c e n t r i f u g e  t u b e  ( S o r v a l l )  a n d  p r e - c h i l l e d  1 0 %  ( v l v )  
g l y c e r o l  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  5 0 0 m l .  T h e  c e l l s  w e r e  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
a t  3 , 0 0 0 g  f o r  2 0  m i n u t e s  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  E a c h  o f  t h e  t h r e e  p e l l e t s  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  5 0 0 m l  o f  p r e - c h i l l e d  1 0 %  ( v l v )  g l y c e r o l  a n d  c e n t r i f u g e d  a s  b e f o r e .  
T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d e c a n t e d  a n d  e a c h  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  2 5 m l  o f  i c e - c o l d  1 0 %  
( v l v )  g l y c e r o l  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  a  p r e c h i l l e d  5 0 m l  p o l y p r o p y l e n e  t u b e .  T h e  c e l l s  w e r e  
r e - c e n t r i f u g e d  a t  2 , 5 0 0 g  f o r  1 5  m i n u t e s  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  
w a s  c a r e f u l l y  d e c a n t e d  a n d  e a c h  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  5 m l  o f  t h e  p r e - c h i l l e d  1 0 %  
( v l v )  g l y c e r o l  a n d  c o m b i n e d .  C e l l s  w e r e  a l i q o u t e d  i n t o  1.51111 s t e r i l e  m i c r o c e n t r i f u g e  
t u b e s  ( 3 0 0 f l t u b e )  a n d  f l a s h  f r o z e n  i n  a  l i q u i d  n i t r o g e n  b a t h  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  a  - 8 0 ° C  
f r e e z e r  u n t i l  r e q u i r e d .  C e l l s  w e r e  t e s t e d  f o r  c o m p e t e n c y  a n d  p o t e n t i a l  c o n t a m i n a t i o n  
w i t h  p h a g e m i d s ,  h e l p e r  a n d  l y t i c  p h a g e  p r i o r  t o  u s e .  
2 . 4 . 2 . 8  L i b r a r y  t r a n s f o r m a t i o n  
L i g a t i o n s  a n d  e l e c t r o p o r a t i o n  c u v e t t e s  ( 0 . 2 c m ,  B i o - R a d )  w e r e  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  1 0  
m i n u t e s .  A t  t h e  s a m e  t i m e  t h e  e l e c t r o c o m p e t e n t  E R 2 7 3 8  c e l l s  w e r e  t h a w e d  o n  i c e .  
E a c h  l i g a t i o n  w a s  a d d e d  t o  t h e  c e l l s  ( 3 0 0 p l ) ,  m i x e d  g e n t l y ,  t r a n s f e r r e d  t o  a  c h i l l e d  
c u v e t t e  a n d  i n c u b a t e d  i n  i c e  f o r  1  m i n u t e .  T h e  s a m p l e  w a s  t h e  e l e c t r o p o r a t e d  a t  
2 . 5 k V ,  2 5 @ ,  2 0 0 0  ( z  -  4 m s e c )  ( B i o - R a d  G e n e  P u l s e r  x c e l l m ) .  T h e  c u v e t t e  w a s  
i m m e d i a t e l y  f l u s h e d  w i t h  l r n l  S O C ,  f o l l o w e d  b y  2 m l  S O C  ( x 2 )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
a n d  t r a n s f e r r e d  t o  5 0 m l  p o l y p r o p y l e n e  t u b e .  T h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  37OC f o r  o n e  
h o u r  w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 r p m .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  l O m l  o f  p r e - w a r m e d  ( 3 7 ° C )  S B  
m e d i a  c o n t a i n i n g  2 0 p g I m l  c a r b e n i c i l l i n  w a s  a d d e d  a n d  t h e  c u l t u r e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  a  
f u r t h e r  h o u r  a t  3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g  ( 2 p l  o f  t h e  c u l t u r e  w a s  t a k e n  t o  e s t i m a t e  t i t r e  o f  
t r a n s f o r m e d  b a c t e r i a  b e f o r e  i n c u b a t i o n * ) .  
T o r  e s t i n z a t i o n  o f  t r a n s f o m z a t i o n  t i t r e ,  2 p 1  o f  c u l t u r e  w a s  d i l u t e d  i n  2 0 0 ~ 1  S B  m e d i u m  a n d  
p l a t e d  o u t  ( l o p 1  a n d  1 0 0 p 1 )  o n  L B  a g a r  c o n t a i n i n g  1 0 0 p g / m l  c a r b e n i c i l l i n .  T h e  p l a t e s  w e r e  
i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7 ° C  a n d  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  t r a n s f o r m a n t s  c a l c u l a t e d .  
2 . 4 . 3  
S e l e c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  s p e c i f i c  F a b  f r a g m e n t s  f r o m  a  l i b r a r y  
2 . 4 . 3 . 1  R e s c u e  o f  F a b - d i s p l a y i n g  p h a g e  
F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 6 . 2 ) ,  c a r b e n i c i l l i n  w a s  a d d e d  t o  a  
f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  3 0 p g I m l  a n d  t h e  c u l t u r e  i n c u b a t e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  h o u r  a t  
3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g .  5 m l  o f  M 1 3 K 0 7  h e l p e r  p h a g e  ( 1 0 ~ ~ ~ f u l m l )  a n d  1 8 0 m l  o f  
p r e w a r m e d  S B ,  c o n t a i n i n g  5 0 p g l m l  c a r b e n i c i l l i n ,  w a s  t h e n  a d d e d  a n d  t h e  2 0 0 m l  
c u l t u r e  i n c u b a t e d  f o r  2  h o u r s  a t  3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g  a t  3 0 0 r p m .  K a n a m y c i n ,  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  7 0 C L g / m l ,  w a s  t h e n  a d d e d  a n d  t h e  c u l t u r e  w a s  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  
3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g  a t  3 0 0 p m .  
2 . 4 . 3 . 1 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  M 1 3 K 0 7  h e l p e r  p h a g e  
S B  ( 2 n d )  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  2 p l  o f  a n  E .  c o l i  E R 2 7 3 8  c u l t u r e  a n d  i n c u b a t e d  a t  37OC 
f o r  o n e  h o u r  w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 r p m .  D i l u t i o n s  l o - '  a n d  1 0 . ~ )  o f  M 1 3 K 0 7  h e l p e r  
p h a g e  ( l x l ~ ~ ~ ~ f u / m l ) ,  p u r c h a s e d  f r o m  N E B ,  w e r e  p r e p a r e d  i n  S B  m e d i u m .  1 p . I  o f  
e a c h  d i l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  5 0 p l  o f  t h e  E R 2 7 3 8  c u l t u r e  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1 5  m i n u t e s  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  C o o l e d  l i q u e f i e d  L B  t o p  a g a r  ( 3 m l )  w a s  t h e n  a d d e d  t o  t h e  
c u l t u r e  a n d  p o u r e d  o n t o  p r e w a r m e d  L B  a g a r  p l a t e s .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  37OC 
o v e r n i g h t .  
P r e - w a r m e d  S B  ( 1 0 m l )  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  1 0 p l  o f  E R 2 7 3 8  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  
f o r  o n e  h o u r  w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 r p m .  T h e  c u l t u r e  w a s  t h e n  i n o c u l a t e d  w i t h  a  s i n g l e  
M 1 3 K 0 7  p l a q u e  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  2  h o u r s  w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 r p m .  T h e  
i n f e c t e d  c u l t u r e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  2 L  f l a s k  c o n t a i n i n g  5 0 0 m l  S B ,  f o l l o w e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  k a n a m y c i n ,  a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  7 0 p g l m l .  T h e  c u l t u r e  w a s  t h e n  
i n c u b a t e d  a t  37OC o v e r n i g h t  w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 r p m .  T h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g  t h e  
c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 , 5 0 0 g  f o r  1 5  m i n u t e s  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  
s u p e r n a t a n t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  w a t e r  b a t h  a t  7 0 ° C  f o r  2 0  m i n u t e s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  
2 , 5 0 0 g  f o r  1 5  m i n u t e s  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  
s t e r i l e  5 0 m l  t u b e s ,  t h e  p h a g e  t i t r e *  e s t i m a t e d  a n d  t h e  p h a g e  s t o r e d  a t  4 ° C .  
*  F o r  e s t i m a t i o n  o f  h e l p e r  p h a g e  t i t r e ,  2 n d  S B  n z e d i u n i  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  2 p 1  o f  E R 2 7 3 8  
a n d  i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ° C .  D i l u t i o n s  ( l o - ' ,  a n d  1 0 . ~ )  o f  M 1 3 K 0 7  h e l p e r  p h a g e  
p r e p a r a t i o n  w e r e  p r e p a r e d  i n  S B  m e d i u m . l p 1  o f  e a c h  d i l u t i o n  w a s  u s e d  t o  i n f e c t  5 0 p l  o f  t h e  
E R 2 7 3 8  c u l t u r e  a n d  t h e  c u l t u r e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  1 5  r n i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  C o o l e d  
l i q u e f i e d  L B  t o p  a g a r  ( 3 m l )  w a s  t h e  a d d e d  t o  t h e  c u l t u r e  a n d  p o u r e d  o n t o  p r e w a r m e d  L B  
a g a r p l a t e s .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  o v e r n i g h t  a n d  t h e  M 1 3 K 0 7  t i t r e  c a l c u l a t e d .  
2 . 4 . 3 . 2  C o n c e n t r a t i o n  o f  p h a g e  b y  P E G I N a C l  p r e c i p i t a t i o n  
T h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g ,  t h e  c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  1 5  m i n u t e s  a t  4OC 
( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e  5 0 0 m l  c e n t r i f u g e  t u b e  
( S o r v a l l )  a n d  4 % ( w / v )  o f  P E G - 8 0 0 0  a n d  3 % ( w / v )  o f  N a C l  w e r e  a d d e d  a n d  d i s s o l v e d  
b y  i n c u b a t i o n  f o r  5  m i n u t e s  a t  3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g  a t  3 0 0 r p m .  C u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  
o n  i c e  f o r  3 0  m i n u t e s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 5 , 0 0 0 g  f o r  1 5  m i n u t e s  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  
5 8 1 0 R ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  a n d  a n y  r e s i d u a l  l i q u i d  w a s  r e m o v e d .  T h e  
p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  2 m l  P B S  c o n t a i n i n g  1 %  ( w l v )  B S A .  T h e  p h a g e  p r e p a r a t i o n  
w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 , 0 0 0 g  f o r  5  m i n u t e s  a t  4OC a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  f i l t e r e d  ( 0 . 2 p 1 - 1 ) .  
S o d i u m  a z i d e  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 2 %  ( v l v )  a n d  t h e  p h a g e  s t o r e d  
a t  4 ° C  u n t i l  r e q u i r e d  ( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 3 ) .  
2 . 4 . 3 . 3  S e l e c t i o n  o f  a n t i g e n  b i n d e r s  b y  b i o p a n n i n g  
2 . 4 . 3 . 3 . 1  S e l e c t i o n  o f  a n t i g e n  b i n d e r s  o n  i m m u n o t u b e s  
A  N u n c    a x  i s  o r b ^ ^  i m m u n o t u b e  w e r e  c o a t e d  w i t h  5 m l  o f  A F B I - B S A ,  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 p g I m 1 ,  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4 ° C .  T h e  i m m u n o t u b e  w a s  
w a s h e d  t w i c e  w i t h  s t e r i l e  f i l t e r e d  P B S ,  p H  7 . 4 ,  a n d  b l o c k e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  3 %  
( w l v )  B S A  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C .  O n e  m i l l i l i t r e  o f  P B S  c o n t a i n i n g  1  %  ( w l v )  B S A  w a s  
m i x e d  w i t h  2 5 0 p . l  o f  f r e s h l y  p r e p a r e d  p h a g e  l i b r a r y  ( p r e p a r e d  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 2 )  
a n d  a d d e d  t o  t h e  i m m u n o t u b e s .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  f o r  1  h o u r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
w i t h  m i x i n g  b y  r o t a t i o n ,  n o n - s p e c i f i c  p h a g e  w a s  r e m o v e d  b y  w a s h i n g  t h e  
i m m u n o t u b e  t e n  t i m e s  w i t h  P B S T  a n d  t e n  t i m e s  w i t h  P B S .  B o u n d  p h a g e  w a s  e l u t e d  
w i t h  l p g / r d  o f  A F B l  i n  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( v l v )  m e t h a n o l .  
2 . 4 . 3 . 3 . 2  S e l e c t i o n  o f  a n t i g e n  b i n d e r s  o n  m i c r o t i t r e  w e l l s  
N u n c    a x  i s  o r b ^ ^  p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  l O O p l  o f  A m 1 - B S A ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
1 0 p g l m l  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4 ° C .  W e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  P B S  a n d  
b l o c k e d  w i t h  3 0 0 ~ 1  o f  P B S  c o n t a i n i n g  3 %  ( w l v )  B S A  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ° C .  T h e  p l a t e s  
w e r e  t h e n  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S  a n d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S T .  F r e s h  p r e p a r e d  
p h a g e  l i b r a r y  w a s  t h e n  a d d e d  ( 1 0 0 p l )  a n d  t h e  p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  a t  37OC f o r  2  h o u r s .  
N o n - s p e c i f i c  p h a g e  w a s  r e m o v e d  b y  w a s h i n g  t h e  p l a t e  f i v e  t i m e s  w i t h  P B S T  a n d  t h e n  
f i v e  t i m e s  w i t h  P B S .  B o u n d  p h a g e  w a s  e l u t e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  1 0 0 p V w e l l  o f  
f r e s h l y  p r e p a r e d  t r y p s i n ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 m g l m l  i n  P B S ,  a n d  i n c u b a t i o n  f o r  3 0  
m i n u t e s  a t  3 7 ° C .  
2 . 4 . 3 . 4  R e - i n f e c t i o n  o f  E .  c o l i  E R 2 7 3 8  c e l l s  w i t h  e l u t e d  p h a g e  
E l u t e d  p h a g e  ( f r o m  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 3 )  w a s  a d d e d  t o  a n  o v e r n i g h t  c u l t u r e  o f  E .  c o l i  
E R 2 7 3 8  ( 2 m l )  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1 5  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  P r e - w a r m e d  S B  
( 6 m l ) ,  c o n t a i n i n g  2 0 p g l m l  c a r b e n i c i l l i n  w a s  t h e n  a d d e d  a n d  t h e  c u l t u r e  i n c u b a t e d  a t  
3 7 ° C  f o r  o n e  h o u r  ( 2 p . l  o f  t h i s  c u l t u r e  w a s  t a k e n  f o r  e s t i m a t i o n  o f  o u t p u t  t i t r e * ) .  
F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  c a r b e n i c i l l i n  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  3 0 p g l m l  a n d  
t h e  c u l t u r e  i n c u b a t e d  f o r  a n  h o u r  a t  3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g .  M 1 3  h e l p e r  p h a g e  ( 2 m l  a t  
1 0 ~ ~ ~ f u / m l )  a n d  p r e w a r m e d  S B  ( 3 9 m l ) ,  c o n t a i n i n g  5 0 p g l m l  o f  c a r b e n i c i l l i n ,  w e r e  
a d d e d  a n d  t h e  c u l t u r e  i n c u b a t e d  f o r  a p p r o x .  2  h o u r s  a t  37OC w i t h  s h a k i n g  a t  3 0 0 r p m .  
K a n a m y c i n  w a s  t h e n  a d d e d ,  a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  7 0 p g I m 1 ,  a n d  t h e  c u l t u r e  
i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  37OC w i t h  s h a k i n g  a t  3 0 0 r p m .  T h e  c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  
3 , 0 0 0 g  f o r  1 5  m i n u t e s  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  
s t e r i l e  5 0 0 m l  c e n t r i f u g e  t u b e  ( S o r v a l l )  a n d  t h e  p h a g e  c o n c e n t r a t e d  b y  P E G / N a C l  
p r e c i p i t a t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 2 .  F r e s h l y  p r e p a r e d  p h a g e  w a s  t h e n  u s e d  i n  
t h e  n e x t  r o u n d  o f  p a n n i n g  ( S e c  t i o n  2 . 4 . 3 . 3 . 2 ) .  
* F o r  e s t i m a t i o n  o f  o u t p u t  t i t r e ,  i n f e c t e d  e l u t e d  p h a g e  ( 2 ~ 1 )  w a s  d i l u t e d  i n  2 0 0 p l  o f  S B  m e d i a  
a n d  p l a t e d  o u t  ( i n  l o p 1  a n d  1 0 0 p 1  v o l u m e s )  o n  L B  a g a r  c o n t a i n i n g  1 0 0 p g / m l  c a r b e n i c i l l i n .  
T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7 ° C  a n d  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  t r a n s f o n n a n t s  
c a l c u l a t e d .  
2 . 4 . 3 . 5  P o l y c l o n a l  p h a g e  p o o l  E L I S A  
A  N u n c   a x i  i s  o r b ^  p l a t e  w a s  c o a t e d  w i t h  1 0 0 ~ ~ 1  p e r w e l l  o f  1 0 p g / m l  o f  A m l - B S A  
( 1 8  w e l l s )  a n d  1 0 ~ i g I m l  o f  B S A  ( 1 8  w e l l s )  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4OC. T h e  p l a t e  
w a s  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  d e i o n i s e d  w a t e r  a n d  t h e n  b l o c k e d  w i t h  3 0 0 ~ ~ 1  P B S  
c o n t a i n i n g  5 %  ( w / v )  ~ a r v e l ~  f o r  1  h o u r  a t  3 7 T .  
P h a g e  ( f r o m  e a c h  r o u n d  o f  
p a n n i n g ) ,  d i l u t e d  3 - f o l d  i n  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~ ,  w a s  a d d e d  t o  t h e  p l a t e  
i n  t r i p l i c a t e  a t  1 0 0 p l  p e r  w e l l .  P o s i t i v e  ( a n t i - A F B  1  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y )  a n d  n e g a t i v e  
( M I 3  h e l p e r  p h a g e )  c o n t r o l s  w e r e  a l s o  a d d e d  t o  t h e  p l a t e  i n  t r i p l i c a t e .  T h e  p l a t e  w a s  
i n c u b a t e d  f o r  2  h o u r  a t  3 7 O C  a n d  t h e n  w a s h e d  1 0  t i m e s  w i t h  d e i o n i s e d  w a t e r .  B o u n d  
a n t i b o d i e s  w e r e  d e t e c t e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  1 0 0 p l  o f  a  1  i n  1 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  H R P -  
l a b e l l e d  a n t i - H A  a n t i b o d y  ( R o c h e )  i n  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~ ~ .  T h e  p l a t e  
w a s  i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ° C  w a s h e d  a s  b e f o r e  a n d  o - P D  ( S i g m a )  w a s  a d d e d  
( 1 0 0 p l l w e l l ) .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 7 O C ,  t h e  a b s o r b a n c e  w a s  r e a d  a t  
4 5 0 n m  o n  a  T e c a n  s a f i r e 2  T M .  
2 . 4 . 3 . 6  M a s t e r  p l a t e  c o n s t r u c t i o n  
A  9 6  w e l l  s t e r i l e  c u l t u r e  p l a t e  w a s  f i l l e d  w i t h  l O O p l  p e r  w e l l  o f  S B  c o n t a i n i n g  
5 0 p g l m l  c a r b e n i c i l l i n .  E a c h  w e l l  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  a  s i n g l e  c o l o n y  f r o m  t h e  p h a g e  
t i t r e  p l a t e s  ( n = 9 6 ) .  A  n e g a t i v e  ( n o n - i n o c u l a t e d  w e l l )  a n d  p o s i t i v e  ( i n o c u l a t e d  w i t h  j u s t  
E .  c o l i  E R 2 7 3 8 )  c o n t r o l  w a s  a l s o  i n c l u d e d .  
T h e  p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7 O C  
o v e r n i g h t  w h i l e  s h a k i n g  a t  1 5 0 r p m .  T h i s  w a s  k n o w n  a s  t h e  m a s t e r  p l a t e  a n d  w a s  
s t o r e d  a t  - 8 0 ° C  w i t h  1 5 %  ( v l v )  g l y c e r o l .  A n o t h e r  p l a t e  w a s  p r e p a r e d  w i t h  1 8 0 p l  p e r  
w e l l  S B  c o n t a i n i n g  5 0 p g l m l  c a r b e n i c i l l i n .  A  f e w  m i c r o l i t r e s  f r o m  e a c h  w e l l  o f  t h e  
m a s t e r  p l a t e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  w e l l  o n  t h e  s e c o n d  p l a t e  a n d  
i n c u b a t e d  a t  37OC w i t h  s h a k i n g  a t  1 5 0 r p m  u n t i l  O D m o  =: 0 . 5 .  S B  ( 5 m l )  c o n t a i n i n g  
M 1 3  h e l p e r  p h a g e  ( 5 0 0 ~ ~ 1  a t  1 0 ' ~ ~ f u l m l )  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  ( 2 5 w w e l l )  a n d  t h e  
p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  1 %  h o u r s  a t  3 7 O C  w i t h  s h a k i n g  a t  1 5 0 r p m .  S B  c o n t a i n i n g  
7 0 p g l m l  o f  k a n a m y c i n  w a s  t h e n  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  ( 2 5 p U w e l l )  a n d  t h e  p l a t e  w a s  
i n c u b a t e d  a t  37OC o v e r n i g h t .  T h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g  t h e  p l a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  
2 , 5 0 0 g  f o r  1 0  m i n u t e s  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  a n a l y s e d  b y  E L I S A  ( a s  
p e r  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 7 ) .  
2 . 4 . 3 . 7  M o n o c l o n a l  P h a g e  E L I S A  
A  N u n c   a x i  i s  o r b ^  p l a t e  w a s  c o a t e d  w i t h  l O O p l  o f  I O p g l m n l  o f  A F B I - B S A  a n d  
i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4OC. T h e  p l a t e  w a s  w a s h e d  o n c e  w i t h  P B S  a n d  b l o c k e d  w i t h  
2 0 0 p l  p e r  w e l l  o f  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( w l v )  M a r v e l T M  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C .  P h a g e  
s u p e r n a t a n t  ( S O p V w e l l )  a n d  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~  ( 5 O p V w e l l )  w e r e  
a d d e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  w e l l  i n  e a c h  E L I S A  p l a t e ,  m i x e d  g e n t l y  a n d  i n c u b a t e d  f o r  
2  h o ~ ~ r s  a t  3 7 ° C .  T h e  p l a t e s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S  a n d  t h r e e  t i m e s  w i t h  
P B S T ,  f o l l o w e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  l O O p l  p e r  w e l l  o f  H R P - l a b e l l e d  a n t i - H A  a n t i b o d y ,  
a t  a  1  i n  1 , 0 0 0  d i l u t i o n  i n  P B S T  c o n t a i n i n g  5 %  ( w l v )  M a r v e l T M .  T h e  p l a t e  w a s  
i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C ,  w a s h e d  a s  b e f o r e  a n d  o - P D  ( S i g m a )  w a s  a d d e d  
( 1 0 0 p U w e l l ) .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 7 " C ,  t h e  a b s o r b a n c e  w a s  r e a d  a t  
4 5 0 n m  o n  a  T e c a n  s a f i r e 2  T M .  
2 . 4 . 3 . 8  P r o d u c t i o n  o f  s o l u b l e  F a b  f r a g m e n t s  
P l a s m i d s  ( c o n t a i n i n g  t h e  a n t i b o d i e s  o f  i n t e r e s t )  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  E ,  c o l i  E R 2 7 3 8  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 1  a n d  t r a n s f o r m e d  i n t o  a  n o n s u p p r e s s o r  s t r a i n  o f  E .  c o l i  ( i .  e .  
T o p l O F ' ,  I n v i t r o g e n )  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 8 .  S i n g l e  c o l o n i e s  w e r e  
u s e d  t o  i n o c u l a t e  5  m l  S B  b r o t h  c o n t a i n i n g  5 0 p g l m l  c a r b e n i c i l l i n  a n d  i n c u b a t e d  a t  
3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g  u n t i l  O D m o  =: 0 . 5  ( S t o c k s  w e r e  m a d e  o f  e a c h  c u l t u r e  b y  p i p e t t i n g  
1 O p . l  o f  e a c h  c u l t u r e  o n t o  L B  a g a r  c o n t a i n i n g  1 0 0 p g I m l  c a r b e n i c i l l i n ,  w h i c h  w e r e  
i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7 ° C ) .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  i n d u c e d  w i t h  2 m M  I P T G  a n d  
i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  37OC w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 r p m .  T h e  i n d u c e d  c u l t u r e s  w e r e  
c e n t r i f u g e d  a t  2 , 8 0 0 g  f o r  1 5  m i n u t e s  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  t h e  p e l l e t s  
r e s u s p e n d e d  i n  3 0 0 p . l  P B S .  
T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  1.51111 
m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  c e l l s  l y s e d  b y  f r e e z i n g  t h e m  i n  a  - 8 0 ° C  f r e e z e r  f o r  3 - 5  
m i n u t e s  f o l l o w e d  b y  t h a w i n g  i n  a  3 7 ° C  w a t e r  b a t h .  T h i s  f r e e z e l t h a w  p r o c e s s  w a s  
r e p e a t e d  t h r e e  t i m e s  a n d  t h e  c e l l  d e b r i s  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 0 , 0 0 0 g  f o r  1 5  
m i n u t e s  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  s u p e r n a t a n t s  ( c o n t a i n i n g  a n t i b o d y  f r a g m e n t s )  w e r e  
t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e  1.51111 m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  a n a l y s e d  b y  E L I S A  
( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 1 ) .  
2 . 4 . 3 . 9  S e q u e n c i n g  o f  t h e  a n t i - A F B 1  a n t i b o d y  s e q u e n c e s  
2 . 4 . 3 . 9 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  s t a b  c u l t u r e s  
L i q u i d  L B  a g a r  ( l m l ) ,  c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s ,  w a s  p o u r e d  i n t o  a  2 m l  
s c r e w - c a p  v i a l  u n d e r  s t e r i l e  c o n d i t i o n s  a n d  l e f t  t o  s o l i d i f y .  A  s t e r i l e  i n o c u l a t i o n  l o o p  
w a s  u s e d  t o  p i c k  a  s i n g l e  c o l o n y  o f  E .  c o l i ,  c o n t a i n i n g  t h e  p l a s m i d  b e a r i n g  t h e  a n t i -  
A F B 1  a n t i b o d y  g e n e *  a n d  s t a b b e d  i n t o  t h e  a g a r  s e v e r a l  t i m e s .  T h e  v i a l s  ( w i t h  t h e  c a p s  
s l i g h t l y  l o o s e )  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  o v e r n i g h t .  T h e  f o l l o w i n g  d a y  t h e  c a p s  w e r e  
s e a l e d  t i g h t l y  a n d  s t o r e d  a t  4 ° C  u n t i l  r e q u i r e d .  
*  E .  c o l i  T o p l O F '  c o n t a i n i n g  t h e  p l a s m i d  p C o m b 3 X  b e a r i n g  e i t h e r  t h e  G 6  o r  D l 1  F a b  i n s e r t  
o r  E .  c o l i  J M 8 3  c o n t a i n i n g  t h e  p l a s m i d p A K 4 0 0  b e a r i n g  t h e  s c F v  i n s e r t  w e r e  u s e d .  
2 . 4 . 3 . 9 . 2  S e q u e n c e  a n a l y s i s  
P l a s r n i d  D N A  ( p r e p a r e d  a s  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 1 )  o r  s t a b  c u l t u r e s  ( p r e p a r e d  a s  i n  S e c t i o n  
2 . 4 . 3 . 9 . 1 )  c o n t a i n i n g  e i t h e r  t h e  a n t i - A F B 1  G 6  F a b ,  D l 1  F a b  o r  s c F v  g e n e  s e q u e n c e  
w e r e  s e n t  t o  Q i a g e n  ( U K )  L t d ,  f o r  s e q u e n c i n g .  S i n g l e  r e a d s  w e r e  p e r f o t l n e d  i n  b o t h  
d i r e c t i o n s  u s i n g  t h e  p r i m e r s  l i s t e d  i n  T a b l e  2 . 2 .  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  s c F v  w a s  
p e r f o r m e d  w i t h  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s ,  p A K 4 O O f o r  a n d  p A K 4 O O b a c k .  S e q u e n c e  
a n a l y s i s  o f  t h e  F a b  f r a g m e n t s  ( h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n s )  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  
o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s ,  o m p s e q  a n d  p e l s e q .  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  F a b  h e a v y  
c h a i n  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s ,  p e l s e q  ( p r i m e s  f r o m  p e l B  
l e a d e r  s e q u e n c e  f o r w a r d  t h r o u g h  h e a v y  c h a i n )  a n d  d p s e q  ( p r i m e s  f r o m  H A  t a g  b a c k  
t h r o u g h  h e a v y  c h a i n ) .  W h i l e  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  F a b  l i g h t  c h a i n  w a s  p e r f o r m e d  
w i t h  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s ,  o m p s e q  ( p r i m e s  f r o m  o m p A  l e a d e r  r e g i o n  f o r w a r d  
t h r o u g h  l i g h t  c h a i n )  a n d  k p e l  ( p r i m e s  f r o m  p e l B  l e a d e r  s e q u e n c e  b a c k  t h r o u g h  l i g h t  
c h a i n ) .  
S e q u e n c i n g  r e s u l t s ,  r e c e i v e d  a s  l i n e a r  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s ,  w e r e  s u b s e q u e n t l y  
t r a n s l a t e d  i n t o  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  u s i n g  t h e  E x p a s y  t r a n s l a t e  t o o l .  P r o t e i n  a n d  
n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  w e r e  a l i g n e d  u s i n g  t h e  P B I L  p r o t e i n  a l i g n m e n t  a n d  M u l t i A l i n  
n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t  p r o g r a m s ,  r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  2 . 3 ) .  
T a b l e  2 . 2 .  
P r i m e r s  f o r  s e q u e n c i n g  s c F v  o r  F a b  f r a g m e n , t s  i n  p A K 4 0 0  o r p C o m b 3 X  v e c t o r s  
N a m e  N u c l e o t i d e  S e q u e n c e  
-  -  -  
p A K f o r  5 '  C G G C A G C C G C T G G A T T G T T A T T A C  3 '  
p  A K b a c k  5 '  C A T T T T T C A C T T C A C A G G T C A A G C  3' 
o m p s e q  5 '  A A G A C A G C T A T C G C G A T T G C A G  3' 
p e l s e q  5 '  A C C T A T T G C C T A C G G C A G C C G  3 '  
k ~ e l  5 '  C G G C T G C C G T A G G C A A T A G G T  3 '  
d p s e q  5 '  A G A A G C G T A G T C C G G A A C G T C  3 '  
T a b l e  2 . 3 .  W e b - b a s e d  p r o t e o m i c s  a n d  s e q u e n c e  a n a l y s i s  t o o l s  
B i o i n f o r m a t i c s  T o o l  W e b s i t e  a d d r e s s  
E x p a s y  t r a n s l a t e  t o o l  
M u l t i A l i n  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t  h t t ~ : / / b i o i n f o . g ; e n o ~ o l e -  
h t t p : / / n p s a - p b i l . i b c ~ . f r / c g i -  
P B I L  p r o t e i n  a l i g n m e n t  t o o l  
K a b a t  R u l e s  
2 . 4 . 3 . 1 0  A n t i b o d y  e x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  
2 . 4 . 3 . 1 0 . 1  S h a k e r  c u l t u r e  p r o d u c t i o n  o f  F a b f r a g m e n t s  
A  s i n g l e  c o l o n y  o f  T o p 1 0 F '  E .  c o l i  c e l l s  c o n t a i n i n g  p C o m b 3 X  ( b e a r i n g  t h e  G 6  o r  D l  1  
a n t i b o d y  e n c o d i n g  g e n e )  w a s  i n o c u l a t e d  i n t o  l O m l  S B  m e d i a ,  c o n t a i n i n g  1 %  ( w / v )  
g l u c o s e ,  5 0 p g I m l  c a r b e n i c i l l i n  ( S B G c )  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7 " C ,  w i t h  s h a k i n g  a t  
2 5 0 r p m .  T h e  o v e r n i g h t  c u l t u r e s  w e r e  t h e n  u s e d  t o  s e e d  5 0 0 m l  S B G ~  a t  a  c e l l  d e n s i t y  
o f  1 %  a n d  g r o w n  a t  3 7 ° C  f o r  8  h o u r s  w i t h  s h a k i n g  a t  2 2 0 r p m .  T h e  c u l t u r e  w a s  t h e n  
c e n t r i f u g e d  a t  3 , 2 0 0 g  f o r  2 0 m i n  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
d i s c a r d e d .  T h e  p e I l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  5 0 0 m l  o f  f r e s h  S B c  m e d i a  ( n o  g l u c o s e )  a n d  
t h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  o n e  h o u r  a t  2 5 ° C  w i t h  s h a k i n g  a t  2 0 0 r p m .  T h e  c u l t u r e  
w a s  t h e n  i n d u c e d  w i t h  I m M  P T G  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  2 5 ° C  w i t h  s h a k i n g  a t  
2 2 0 r p m .  T h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g  t h e  c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  3 0 m i n  a t  
4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d .  T h e  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  2 0 m l  o f  c o l u m n  l o a d i n g  b u f f e r  ( 5 0 m M  N a H z P 0 4 ,  p H  8 . 0 ;  3 0 0 m M  
N a C 1 ,  l O r n M  i m i d a z o l e ) .  T h e  c e l l s  w e r e  s o n i c a t e d  o n  i c e  f o r  9 0 s e c  m i n  a t  5 0 %  o u t p u t  
( x 2 ) ,  f o l l o w e d  b y  1 5 s e c  a t  7 0 %  o u t p u t  ( x 2 ) .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  i n  
O a k r i d g e  t u b e s  a t  4 8 , 0 0 0 g  a t  4 ° C  f o r  3 0 m i n  ( B e c k m a n  c e n t r i f u g e )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  
( c r u d e  p e r i p l a s m i c  l y s a t e )  w a s  s y r i n g e  f i l t e r e d  ( 0 . 2 ~ )  a n d  p u r i f i e d ,  a s  p e r  S e c t i o n  
2 . 4 . 3 . 1  0 . 4 .  
2 . 4 . 3 . 1 0 . 2  S h a k e r  c u l t u r e  p r o d u c t i o n  o f  s c F v  f r a g m e n t s  
S o l u b l e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  A F B 1 - s p e c i f i c  s c F v  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  
2 . 4 . 3 . 1 0 . 1  b u t  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  e x c e p t i o n s .  C u l t u r e s  o f  E .  c o l i  J M 8 3  c o n t a i n i n g  t h e  
p A K 4 0 0  v e c t o r  ( b e a r i n g  t h e  s c F v  g e n e )  w e r e  p r e p a r e d  i n  T B  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 %  
( w l v )  g l u c o s e ,  2 5 p g l m l  c h l o r a m p h e n i c o l  a n d  2 5 p g I m l  s t r e p t o m y c i n  s u l p h a t e  ( T B m s )  
a n d  T B c s  ( n o  g l u c o s e )  f o r  p r o t e i n  e x p r e s s i o n .  
2 . 4 . 3 . 1 0 . 3  P r o d u c t i o n  o f  F a b  f r a g m e n t s  b y  f e r m e n t a t i o n  
S t a r t e r  c u l t u r e s  ( 5 0 r n l  S B  m e d i a ,  c o n t a i n i n g  l O O p g / m l  a m p i c i l l i n )  w e r e  i n o c u l a t e d  
w i t h  a  s i n g l e  c o l o n y  o f  T o p l O F '  E .  c o l i  c e l l s  c o n t a i n i n g  p C o m b 3 X S S  b e a r i n g  t h e  G 6  
a n t i b o d y  e n c o d i n g  g e n e ,  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7 O C ,  w i t h  o r b i t a l  s h a k i n g  a t  
2 5 0 r p m .  T h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g ,  6 L  o f  S B  w a s  a d d e d  t o  t h e  f e r m e n t e r  a n d  s t e r i l i s e d .  
A m p i c i l l i n  ( 1 0 0 p g I m l )  a n d  t h e  5 0 m l  o v e r n i g h t  c u l t u r e  w e r e  t h e n  a d d e d  t h r o u g h  t h e  
s i d e  p o r t  o f  t h e  f e r m e n t e r  u n i t  u n d e r  s t e r i l e  c o n d i t i o n s .  T h e  c u l t u r e  w a s  g r o w n  f o r  6  
h o u r s  a t  3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g  a t  l O O r p m  a n d  a n  a i r f l o w  r a t e  o f  l w m .  A n t i b o d y  
e x p r e s s i o n  w a s  t h e n  i n d u c e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  I P T G ,  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
0 . 5 m M ,  a n d  t h e  c u l t u r e  w a s  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  2 6 O C  w i t h  s h a k i n g  a t  1 0 0 r p m .  T h e  
f o l l o w i n g  m o r n i n g  t h e  c u l t u r e  w a s  d e c a n t e d  i n t o  2 5 0 m l  c e n t r i f u g e  b o t t l e s  ( S o r v a l l )  
a n d  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  3 0 r n i n  a t  4OC ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  
w a s  d i s c a r d e d .  P e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  8 0 m l  o f  c o l u m n  l o a d i n g  
b u f f e r  ( 5 0 m M  N a H 2 P 0 4 ,  p H  8 . 0 ;  3 0 0 m M  N a C 1 ,  l O m M  i m i d a z o l e ) .  T h e  8 0 m l  c e l l  
s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  s o n i c a t e d  o n  i c e  f o r  3  m i n u t e s  a t  5 0 %  o u t p u t  ( x 2 ) ,  f o l l o w e d  b y  
1 0  s e c o n d s  a t  8 0 %  o u t p u t  ( x 2 ) .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  i n  O a k r i d g e  t u b e s  a t  
4 8 , 0 0 0 g  a t  4 ° C  f o r  3 0 m i n  ( B e c k m a n  c e n t r i f u g e )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  ( l y s a t e )  w a s  
s t e r i l e  f i l t e r e d  ( 0 . 2 p m )  t o  r e m o v e  s m a l l  p a r t i c u l a t e s .  T h e  f i l t e r e d  s u p e r n a t a n t s  w e r e  
t r a n s f e r r e d  t o  p r e p a r e d  I M A C  c o l u m n s  ( 2 m l  s u p e r n a t a n t  p e r  l m l  p a c k e d  r e s i n )  a n d  
p u r i f i e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 0 . 4 .  
2 . 4 . 3 . 1 0 . 4  P u d f l c a t i o n  o f  a n t i - A F B r  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  b y  i m m o b i l i s e d  m e t a l  
a m n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  ( I M A  C )  
T h e  f o l l o w i n g  p u r i f i c a t i o n  m e t h o d  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  4OC a n d  t h e  c o l u m n  w a s  n e v e r  
l e f t  t o  r u n  c o m p l e t e l y  d r y .  A n  ~ c o n o - p a c r M  c h r o m a t o g r a p h y  c o l u m n  ( B i o R a d )  w a s  
p r e p a r e d  b y  l o a d i n g  2 m l  o f  r e s u s p e n d e d  N i - N T A  r e s i n  ( Q i a g e n  L t d . )  a n d  l e f t  t o  s e t t l e  
t o  f o r m  a  l m l  p a c k e d  r e s i n .  T h e  c o l u m n  w a s  e q u i l i b r a t e d  w i t h  1 0 m l  r u n n i n g  b u f f e r  
( 5 0 m M  N a H 2 P 0 4 ,  p H  8 . 0 ;  3 0 0 m M  N a C 1 ,  1 0 m M  i m i d a z o l e ) .  T h e  l y s a t e  ( 2 0 m l )  w a s  
a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n  3  t i m e s  a n d  t h e  ' f l o w - t h r o u g h '  c o l l e c t e d .  T h e  c o l u m n  w a s  t h e n  
w a s h e d  t w i c e  w i t h  5 m l  w a s h  b u f f e r  ( 5 0 m M  N a H z P 0 4 ,  p H  8 . 0 ;  3 0 0 m M  N a C 1 ,  4 0 m M  
i m i d a z o l e )  t o  r e m o v e  a n y  n o n - s p e c i f i c a l l y  b o u n d  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s .  T h e  
a n t i b o d y  w a s  f i n a l l y  e l u t e d  w i t h  5 m l  o f  e l u t i o n  b u f f e r  ( 5 0 m M  N a H z P 0 4 ,  p H  8 . 0 ;  
3 0 0 m M  N a C 1 ,  2 5 0 r n M  i m i d a z o l e ) .  T h e  e l u t e d  a n t i b o d y  w a s  b u f f e r  e x c h a n g e d  i n t o  
P B S  a n d  c o n c e n t r a t e d  b y  u l t r a f i l t r a t i o n  ( V i v a s p i n ,  S a r t o r i u s ) .  T h e  r e s u l t a n t  a n t i b o d y  
s o l u t i o n  w a s  d i s p e n s e d  i n  2 0 p l  v o l u m e s  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 0 C  u n t i l  r e q u i r e d .  T h e  
p e r f o r m a n c e  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  w a s  e v a l u a t e d  u s i n g  S D S - P A G E ,  a s  d e s c r i b e d  
i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
2 . 4 . 3 . 1 1  E n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  ( E L I S A )  
2 . 4 . 3 . 1 1 . 1  C h e c k e r b o a r d  E L Z S A  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  F a b  o r  s c F v  
a n t i b o d y  d i l u t i o n  a n d  o p t i m a l  c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  A F B I - B S A  c o n j u g a t e  
N u n c    a x  i s  o r b ^ ^  p l a t e s  w a s  c o a t e d  w i t h  1 0 0 p 1  o f  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  ( O -  
5 O p g I m l )  o f  A F B I - B S A  p r e p a r e d  i n  P B S  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ° C  o r  o v e r n i g h t  a t  4OC. P l a t e s  
w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S  a n d  b l o c k e d  w i t h  2 0 0 p l  o f  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  
( w l v )  ~ a r v e l ~ ~  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  
P B S T  a n d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S .  S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  A F B 1 - s p e c i f i c  F a b  o r  s c F v  
a n t i b o d y  w e r e  p r e p a r e d  i n  P B S T  c o n t a i n i n g  2 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~  a n d  l O O p l  o f  e a c h  
d i l u t i o n  a d d e d  t o  t h e  p l a t e s  i n  t r i p l i c a t e .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  1  
h o u r  a n d  w a s h e d  a s  b e f o r e .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  1 0 0 d  o f  a  1  i n  
1 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  H R P - l a b e l l e d  a n t i - H A  ( R o c h e )  o r  1  i n  1 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  H R P -  
l a b e l l e d  a n t i - H i s  a n t i b o d i e s  ( S i g m a )  i n  P B S T  c o n t a i n i n g  2 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~ ~  f o r  
d e t e c t i o n  o f  F a b  a n d  s c F v  f r a g m e n t s ,  r e s p e c t i v e l y .  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  
3 7 " C ,  w a s h e d  a s  b e f o r e  a n d  t h e  s u b s t r a t e  T M B  w a s  a d d e d .  T h e  r e a c t i o n  w a s  a l l o w e d  
t o  p r o c e e d  u n t i l  a  b l u e  c o l o u r  d e v e l o p e d  a n d  w a s  t h e n  s t o p p e d  u s i n g  1 0 0 p l l w e l l  o f  
1 M  H C I .  A b s o r b a n c e  w a s  r e a d  a t  4 5 0 - 6 5 0 n m  o n  a  T e c a n  
2 . 4 . 3 . 1 1 . 2  I n h i b i t i o n  E L Z S A  f o r  F a b  o r  s c F v  a n t i b o d y  
N u n c   a x i  i s  o r b ^  p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  A m I -  
B S A  a n d  b l o c k e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 1 . 1 .  A  l m g / m l  s t o c k  s o l u t i o n  o f  
A m l  w a s  p r e p a r e d  i n  1 0 0 %  m e t h a n o l .  S t a n d a r d s  o f  d e c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
a n a l y t e  w e r e  p r e p a r e d  i n  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( v / v )  m e t h a n o l .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  
a d d e d  t o  a n  e q u a l  v o l u m e  ( 5 0 ~ 1 )  o f  A m 1 - s p e c i f i c  a n t i b o d y  a t  t h e  o p t i m a l  
c o n c e n t r a t i o n  i n  P B S T  c o n t a i n i n g  2 %  ( w l v )  M a r v e l T M .  T h e  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  
f o r  3 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  a d d e d  t o  t h e  m i c r o t i t r e  p l a t e  i n  t r i p l i c a t e .  
B o u n d  a n t i b o d y  w a s  d e t e c t e d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  H R P - l a b e l l e d  a n t i - H A  
( R o c h e )  o r  1  i n  1 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  H R P - l a b e l l e d  a n t i - H i s  a n t i b o d i e s  ( S i g m a )  i n  P B S T  
c o n t a i n i n g  1 %  ( w l v )  M a r v e l T M  f o r  d e t e c t i o n  o f  F a b  a n d  s c F v ,  r e s p e c t i v e l y ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1  1 . 1 .  
2 . 4 . 3 . 1 1 . 3  C r o s s - r e a c t i v i t y  s t u d i e s  
T h e  F a b  a n d  s c F v  a n t i b o d i e s  w e r e  a s s a y e d  a g a i n s t  a  r a n g e  o f  s t a n d a r d s  o f  a f l a t o x i n s  
B 1 ,  B z ,  M I ,  G 1  a n d  G g .  S t o c k  s o l u t i o n s  o f  t h e  a f l a t o x i n s  w e r e  p r e p a r e d  i n  m e t h a n o l  
a n d  d i l u t e d  u s i n g  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( v l v )  m e t h a n o l .  T h e  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  
p e r  S e c t i o n s  2 . 4 . 3 . 1 1 . 2 ,  e x c e p t  t h e  a f l a t o x i n  s t a n d a r d s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  i m m u n o p l a t e  
w i t h  t h e  a n t i - A F B  1  a n t i b o d y  f r a g m e n t s .  
2 . 4 . 3 . 1 2  B i a c o r e  a n a l y s i s  
A n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  a  B i a c o r e  3 0 0 0 ~ i n s t r u m e n t  o p e r a t e d  w i t h  t h e  B i a c o r e  
3 0 0 0  C o n t r o l  S o f t w a r e  p a c k a g e  v e r s i o n  3 . 1 . 1 .  A l l  d a t a  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  
B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1 .  A s s a y  d e v e l o p m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  a  C M 5  
( c a r b o x y m e t h y l a t e d  5 )  s e n s o r  c h i p  i m m o b i l i s e d  w i t h  a n  A F B l  d e r i v a t i v e ,  w h i c h  w a s  
k i n d l y  d o n a t e d  b y  C l a i r e  J o n e s  o f  X e n o s e n s e  L t d . ,  Q u e e n s  U n i v e r s i t y ,  B e l f a s t .  H e p e s  
B u f f e r e d  S a l i n e  ( H B S ) ,  p H  7 . 4 ,  a s  p r e p a r e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 3  w a s  u s e d  a s  t h e  r u n n i n g  
b u f f e r  a n d  w a s  f r e s h l y  p r e p a r e d ,  f i l t e r e d  a n d  d e g a s s e d  b e f o r e  u s e .  
2 . 4 . 3 . 1 2 . 1  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  i n z m u n o a s s a y  
S t a n d a r d s  o f  f r e e  A F B l  w e r e  p r e p a r e d  a t  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e s  i n  P B S  
c o n t a i n i n g  5 %  ( v l v )  m e t h a n o l .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  
a n t i b o d y  a t  t h e  r e q u i r e d  d i l u t i o n  a n d  a l l o w e d  e q u i l i b r a t e  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e .  E a c h  s a m p l e  w a s  t h e n  i n j e c t e d  o v e r  t h e  i m m o b i l i s e d  s e n s o r  s u r f a c e  i n  
t r i p l i c a t e  a n d  t h e  s u r f a c e  r e g e n e r a t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s o d i u m  
h y d r o x i d e .  A  c a l i b r a t i o n  c u r v e  w a s  t h e n  c o n s t r u c t e d  b y  p l o t t i n g  t h e  n o r m a l i s e d  
r e s p o n s e  ( R U J R U o )  a g a i n s t  t h e  l o g  o f  A F B l  c o n c e n t r a t i o n  a n d  a  f o u r - p a r a m e t e r  
e q u a t i o n  f i t t e d  t o  t h e  d a t a  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  s o f t w a r e  4 . 0 . 1 .  
2 . 4 . 4  I n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  o f  A F ' B 1 - s p e c i f i c  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  
2 . 4 . 4 . 1  R e s t r i c t i o n - d i g e s t  o f  p A K 4 0 0  a n d  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r s  
C o m v o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  v e r  r e a c t i o n  ( 1 x 1  
P u r i f i e d  v e c t o r  D N A  ( p A K 4 0 0  o r  p A K 4 O O B i o )  
5 p g  
S f i I  ( 1 2 U  p e r  p g  o f  D N A )  
6 0 U  
N E B  B u f f e r  2  ( 1 0 X )  1  X  
N E B  B S A  ( 1 0 0 X )  1  X  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  t o t a l  v o l u m e  o f  5 0 ~ 1 .  
T h e  d i g e s t s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  5  h o u r s  a t  5 0 ° C .  P C R  p r o d u c t s  w e r e  e t h a n o l -  
p r e c i p i t a t e d  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 4 )  a n d  t h e  p A K 4 O O B i o  a n d  s c F v  f r a g m e n t  w e r e  p u r i f i e d  
o n  a  0 . 8 %  ( w l v )  a g a r o s e  g e l  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 5 .  D N A  w a s  q u a n t i f i e d  b y  
m e a u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0 n m  o n  a  N a n o d r o p  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( N D - 1 0 0 0 ) .  
2 . 4 . 4 . 2  A m p l i f i c a t i o n  o f  F a b  w i t h  p A K 4 0 0 B i o  c o m p a t i b l e  S f i I  s i t e s  
2 . 4 . 4 . 2 . 1  P r i m e r s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  F a b  w i t h  p A  K 4 0 0 B i o  c o m p a t i b l e  S f i I  s i t e s  
F a b B i o - F  ( f o r w a r d )  
5 '  T C T A T G G G C C C A G C C G G C C G A G C T C G A T G C T  3 '  
F a b B i o - B  ( r e v e r s e )  
5 '  A A T T C G C G G G C C C C C G A G G C C A C T A G T T T T G T C 3 '  
2 . 4 . 4 . 2 . 2  P C R  a m p l i f i c a t i o n  o f  F a b  w i t h  p A K 4 0 0 B i o  c o m p a t i b l e  S f i I  s i t e s  
C o m ~ o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  v e r  r e a c t i o n  ( 1 x 1  
F o r w a r d  p r i m e r  ( F a b B i o - F )  5 0 p m o l  
R e v e r s e  p r i m e r  ( F a b B i o - B )  5 0 p m o l  
P C R  B u f f e r  ( I O X )  1  X  
M g  C12 3 m M  
d N T P ' s  2 0 0 p . M  
P l a s m i d  D N A  ( p C o m b 3 X )  l o n g  
T a q  p o l y m e r a s e  1 . 2 5 U  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  5 0 N .  
2 . 4 . 4 . 2 . 3  P C R  c o n d i t i o n s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  F a b  w i t h  p A K 4 0 0 B i o  c o m p a t i b l e  
S f i I  s i t e s  
9 4 ° C  f o r  2  m i n u t e s  
3 0  c y c l e s  o f :  
9 4 ° C  f o r  1 5  s e c o n d s  
4 3 ° C  f o r  3 0  s e c o n d s  
7 2 ° C  f o r  2  m i n u t e s  
f o l l o w e d  b y  7 2 ° C  f o r  1 0  m i n u t e s  
F i v e  m i c r o l i t r e s  o f  e a c h  r e a c t i o n  w a s  a n l a y s e d  o n  a  1 . 5 %  ( w l v )  a g a r o s e  g e l ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s c a l e d  u p  ( 6 X ) ,  t h e  P C R  p r o d u c t s  p o o l e d  
a n d  e t h a n o l - p r e c i p i t a t e d  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 4 ) .  T h e  P C R  p r o d u c t s  w e r e  p u r i f i e d  f r o m  a  
1 %  ( w l v )  a g a o r s e  g e l ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 5 .  D N A  w a s  q u a n t i f i e d  b y  
m e a u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0 n m  o n  a  N a n o d r o p  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( N D - 1 0 0 0 ) .  
2 . 4 . 4 . 3  L i g a t i o n  o f  s c F v  a n d  F a b  f r a g m e n t s  i n t o  p A K 4 0 0 B i o  
F a b  f r a g m e n t s  a n d  p A K 4 O O B i o  w e r e  S ' I  d e i g e s t e d  a n d  p u r i f i e d  f r o m  a  0 . 8 %  ( v l v )  
a g a r o s e  g e l  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 4 . 5 .  P u r i f i e d  d i g e s t e d  s c F v  a n d  F a b  f r a g m e n t s  
a n d  p A K 4 0 0 B i o  w e r e  l i g a t e d  a t  a  r a t i o  o f  3  :  1  ( i n s e r t  : v e c t o r )  u s i n g  T 4  D N A  l i g a s e  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 6 .  
2 . 4 . 4 . 4  T r a n s f o r m a t i o n  o f  E .  c o l i  A V B l O O  c e l l s  w i t h  p A K 4 0 0 B i o  b y  
e l e c t r o p o r a t i o n  
L i g a t i o n s  w e r e  t r a n s f o r m e d  i n t o  e l e c t r o c o m p e t e n t  A V B l O O  c e l l s  ( A v i d i t y  I n c . )  b y  
e l e c t r o p o r a t i o n  a s  o u t l i n e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 8  ( a p p r o x .  2 5 n g  D N A  p e r  1 0 0 p l  c e l l s  w i t h  
t h e  t o t a l  v o l u m e  o f  D N A  n o t  e x c e e d i n g  5 %  o f  t h e  c e l l  v o l u m e ) .  T r a n s f o r m a n t s  w e r e  
p l a t e d  o u t  o n  LB c o n t a i n i n g  2 5 p g / m l  c h l o r a m p h e n i c o l  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  
3 7 ° C .  
2 . 4 . 4 . 5  P u r i f i c a t i o n  o f  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  a n t i - A F B 1  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  b y  
m o n o v a l e n t  a v i d i n  c h r o m a t o g r a p h y  
A  c h r o m a t o g r a p h y  c o l u m n  ( B i o - R a d )  w a s  p r e p a r e d  b y  l o a d i n g  4 m l  o f  r e s u s p e n d e d  
i m m o b i l i s e d  m o n o m e r i c  a v i d i n  r e s i n  ( P i e r c e  B i o t e c h n o l o g y  I n c . )  a n d  l e f t  t o  s e t t l e  t o  
f o r m  a  2 m l  p a c k e d  r e s i n .  T h e  c o l u m n  w a s  e q u i l i b r a t e d  w i t h  8 m l  P B S ,  w h i c h  w a s  
f o l l o w e d  b y  6 m l  o f  P B S  c o n t a i n i n g  2 m M  D - B i o t i n  t o  b l o c k  a n y  n o n - r e v e r s i b l e  b i o t i n  
s i t e s .  B i o t i n  w a s  r e m o v e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  1 2 m l  o f  r e g e n e r a t i o n  b u f f e r  ( 0 . 1 M  
g l y c i n e ,  p H  2 . 8 ) .  T h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  8 m l  o f  P B S  a n d  t h e  l y s a t e  ( c o n t a i n i n g  
t h e  b i o t i n y l a t e d  a n t i b o d y  f r a g m e n t )  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n  t h r e e  t i m e s .  T h e  ' f l o w -  
t h r o u g h '  w a s  c o l l e c t e d  a n d  t h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  s i x  t i m e s  w i t h  2 m l  o f  P B S  a n d  
n o n - b o u n d  p r o t e i n  w a s  m o n i t o r e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e  o f  e a c h  f r a c t i o n  a t  
2 8 0 n m .  B i o t i n y l a t e d  a n t i b o d y  w a s  e l u t e d  w i t h  6 m l  P B S  c o n t a i n i n g  2 m M  D - b i o t i n  a n d  
c o l l e c t e d  i n  l m l  f r a c t i o n s .  T h e  c o l u m n  w a s  r e g e n e r a t e d  b y  w a s h i n g  t w i c e  w i t h  4 r n l  
r e g e n e r a t i o n  b u f f e r  ( 0 . 1 M  g l y c i n e ,  p H  2 . 8 )  a n d  s t o r e d  u p r i g h t  a t  4OC i n  P B S  
c o n t a i n i n g  0 . 0 1 %  ( v l v )  s o d i u m  a z i d e .  
2 . 5  
P r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  a m p i c i l l i n  
2 . 5 . 1  
P r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  h a p t e n - c a r r i e r  c o n j u g a t e s  
2 . 5 . 1 . 1  C a r b o d i i m i d e  p r o t o c o l  f o r  r e a c t i n g  t h e  a r n i n e  g r o u p  o n  a m p i c i l l i n  w i t h  a  
c a r b o x y l i c  a c i d  o n  a  c a r r i e r  p r o t e i n  
A m p i c i l l i n  w a s  c o u p l e d  t o  B S A  ( b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n ) ,  O V A  ( o v a l b u m i n )  o r  
t h y r o g l o b u l i n  ( T H Y )  u s i n g  s t a n d a r d  c a r b o d i i m i d e  c o u p l i n g  c h e m i s t r y .  T h e  r e q u i r e d  
p r o t e i n  w a s  d i s s o l v e d  i n  0 . 0 5 M  M E S ,  0 . 5 M  s o d i u m  c h l o r i d e ,  p H  6  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  
o f  1 0 m g / m l .  N H S  ( N - h y d r o x y s u c c i n i m i d e )  a n d  E D C  ( N - e t h y l - N - ( d i m e t h y l -  
a m i n o p r o p y l )  c a r b o d i i m i d e  h y d r o c h l o r i d e )  w e r e  a d d e d  t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
5 0 m M  a n d  2 0 m M ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  s o l u t i o n  w a s  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  
1 5  m i n u t e s  w i t h o u t  a g i t a t i o n .  A m p i c i l l i n  w a s  p r e p a r e d  i n  0 . 1 M  s o d i u m  p h o s p h a t e ,  
p H  7 . 5 ,  t o  g i v e  a  m o l a r  e x c e s s  o f  1 0 0  t i m e s  t h a t  o f  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  
a c t i v a t e d  p r o t e i n  w a s  t h e n  a d d e d  s l o w l y  t o  t h e  d r u g  w i t h  g e n t l e  s t i r r i n g .  T h e  s o l u t i o n  
w a s  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  u n d e r  g e n t l e  r o t a t i o n  f o r  a t  l e a s t  2  h o u r s ,  a n d  
d i a l y s e d  a g a i n s t  1 0 0  v o l u m e s  o f  P B S  o v e r n i g h t  a t  4 ° C  a n d  f u r t h e r  d i a l y s e d  a g a i n s t  
1 0 0  v o l u m e s  o f  P B S  f o r  4  h o u r s  a t  4 ° C .  
2 . 5 . 1 . 2  C a r b o d i i m i d e  p r o t o c o l  f o r  r e a c t i n g  c a r b o x y l i c  a c i d  o n  a m p i c i l l i n  w i t h  
a m i n e s  o n  a  c a r r i e r  p r o t e i n  
A m p i c i l l i n  w a s  d i s s o l v e d  i n  0 . 2 M  b o r a t e  b u f f e r ,  p H  8 . 5  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
1 0 m g t m l .  N H S  a n d  E D C  w e r e  a d d e d  t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 0 0 m M  a n d  
1 0 0 m M ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  s o l u t i o n  w a s  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 0  m i n  
w i t h o u t  a g i t a t i o n .  P r o t e i n  ( B S A ,  O V A  o r  T H Y )  w a s  p r e p a r e d  i n  0 . 2 M  b o r a t e  b u f f e r ,  
p H  8 . 5  t o  g i v e  a  m o l a r  r a t i o  o f  1 :  1 0 0  ( p r o t e i n : h a p t e n )  a n d  w a s  a d d e d  d r o p  w i s e  t o  t h e  
a m p i c i l l i n  s o l u t i o n  w i t h  g e n t l e  s t i r r i n g .  T h e  s o l u t i o n  w a s  i n c u b a t e d  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e ,  w i t h  g e n t l e  s t r r i n g  f o r  a t  l e a s t  2  h o u r s ,  a n d  d i a l y s e d  a g a i n s t  1 0 0  v o l u m e s  
o f  P B S  o v e r n i g h t  a t  4OC a n d  f u r t h e r  d i a l y s e d  a g a i n s t  1 0 0  v o l u m e s  o f  P B S  f o r  4  h o u r s  
a t  4 ° C .  
2 . 5 . 1 . 3  B i c i n c h o n i n i c  A c i d  A s s a y  ( B C A )  
S t a n d a r d  p r o t e i n  s o l u t i o n s  w i t h  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g i n g  f r o m  0  t o  2  m g l m l  w e r e  
p r e p a r e d  i n  P B S .  B C A  r e a g e n t  w a s  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  1  p a r t  r e a g e n t  B  ( 4 %  ( w l v )  
c u p r i c  s u l p h a t e )  t o  5 0  p a r t s  r e a g e n t  A  ( c o n t a i n i n g  s o d i u m  c a r b o n a t e ,  s o d i u m  
b i c a r b o n a t e ,  b i c i n c h o n i n i c  a c i d  a n d  s o d i u m  t a r t a t e  i n  0 . 0 1  M  s o d i u m  h y d r o x i d e ) .  1 0  
1 o f  c o n j u g a t e  d i l u t i o n  o r  p r o t e i n  s t a n d a r d  w a s  a d d e d  t o  m i c r o t i t r e  w e l l s .  P r e p a r e d  
B C A  r e a g e n t  ( 2 0 0  p l )  w a s  t h e n  a d d e d  t o  e a c h  w e l l .  T h e  p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7 O C  
f o r  3 0  m i n  a n d  a b s o r b a n c e  w a s  r e a d  a t  5 6 2 n m .  A  s t a n d a r d  c u r v e  o f  k n o w n  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  v e r s u s  a b s o r b a n c e  w a s  c o n s t r u c t e d  f r o m  w h i c h  t h e  u n k n o w n  s a m p l e  
p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d .  
2 . 5 . 2  
P r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  m o u s e  a n t i s e r u m  
2 . 5 . 2 . 1  I m r n u n i s a t i o n  s c h e d u l e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m o u s e  a n t i s e r u m  t o  
a m p i c i l l i n  
A l l  p r o c e s s e s  i n v o l v i n g  t h e  u s e  o f  l i v e  a n i m a l s  w e r e  l i c e n s e d  b y  t h e  D e p a r t m e n t  o f  
H e a l t h  a n d  C h i l d r e n .  E x t r e m e  c a r e  w a s  t a k e n  t o  m i n i m i s e  s t r e s s  t o  t h e  a n i m a l s  
i n v o l v e d .  
6  w e e k  o l d  B a l b l c  f e m a l e  m i c e  w e r e  i m m u n i s e d  b y  s u b b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n  w i t h  a n  
e m u l s i o n  ( 2 5 0 ~ 1 )  c o n s i s t i n g  o f  a  l m g t m l  s o l u t i o n  o f  A M P - B S A  c o n j u g a t e  m i x e d  1 : l  
w i t h  F r e u n d ' s  C o m p l e t e  A d j u v a n t ,  w h i c h  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  v o r t e x e d  u n t i l  a  s t a b l e  
e m u l s i o n  h a d  f o r m e d .  M i c e  w e r e  r e - i m m u n i s e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  2 1  d a y s  l a t e r  w i t h  a n  
e m u l s i o n  ( 2 5 0 ~ 1 )  c o n s i s t i n g  o f  a  I m g l m l  s o l u t i o n  o f  c o n j u g a t e  m i x e d  I : 1  w i t h  
F r e u n d ' s  I n c o m p l e t e  A d j u v a n t .  A  b l o o d  s a m p l e  w a s  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  t a i l  o f  t h e  
m o u s e  ( t h e  l e a s t  i n v a s i v e  m e t h o d )  a f t e r  7  d a y s  a n d  t h e  a n t i b o d y  t i t r e  w a s  d e t e r m i n e d  
a g a i n s t  t h e  r e s p e c t i v e  a n t i g e n .  
T h e  c y c l e  o f  r e - i m m u n i s a t i o n  a n d  b l e e d i n g  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  u n t i l  a n  
a c c e p t a b l e  t i t r e  w a s  o b t a i n e d .  O n e  w e e k  a f t e r  t h e  f i n a l  i m m u n i s a t i o n ,  t h e  a n i m a l  w a s  
s a c r i f i c e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n  a n d  t h e  s p l e e n  w a s  r e m o v e d .  
2 . 5 . 2 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  m o u s e  s e r u m  f o r  e s t i m a t i o n  o f  t i t r e  
F o r  t i t r e  e s t i m a t i o n  t h e  b l o o d  c o l l e c t e d  w a s  a l l o w e d  t o  c l o t  a t  4OC o v e r n i g h t .  I t  w a s  
t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 , 0 0 0 g  f o r  1 5  m i n u t e s  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  
r e m o v e d  f o r  t i t r e  d e t e r m i n a t i o n  b y  E L I S A ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 2 . 3 .  
2 . 5 . 2 . 3  N o n - c o m p e t i t i v e  E L I S A  f o r  e s t i m a t i o n  o f  m o u s e  s e r u m  a n t i b o d y  t i t r e  
N u n c  M a x i s o r b T M  i m m u n o p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  I O O p l  p e r  w e l l  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  
a m p i c i l l i n - p r o t e i n  c o n j u g a t e  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 ~ i g / m l  a n d  i n c u b a t e d  a t  37OC f o r  
I  h o u r .  P l a t e s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  b l o c k e d  w i t h  
P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w / v )  ~ a r v e l ~  f o r  1 h o u r  a t  3 7 O C .  
S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  m o u s e  
a n t i s e r u m  i n  P B S  c o n t a i n i n g  2 %  ( w / v )  M a r v e l T M  w e r e  a d d e d  t o  t h e  w e l l s  a n d  a l l o w e d  
t o  b i n d  a t  3 7 ° C  f o r  1  h o u r .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  o f  a  I  i n  2 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  
H R P - l a b e l l e d  g o a t  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y  ( S i g m a )  i n  P B S  c o n t a i n i n g  2 %  ( w l v )  
~ a r v e l ~ ~  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C .  
P l a t e s  w e r e  a g a i n  w a s h e d  a n d  t h e  
c h r o m o g e n i c  s u b s t r a t e  o - P D  w a s  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 7 O C .  
A b s o r b a n c e  w a s  r e a d  a t  4 5 0 n m  o n  a  T i t e r t e k  R e a d e r .  
2 . 5 . 2 . 4  C o m p e t i t i v e  E L I S A  f o r  m o u s e  a n t i s e r u m  
N u n c  M a x i s o r b T M  p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o n j u g a t e  
a n d  b l o c k e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 2 . 3 .  F r o m  a  S m g l m l  s t o c k  s o l u t i o n  o f  
a m p i c i l l i n ,  s t a n d a r d s  w i t h  d e c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f r e e  a n a l y t e  w e r e  p r e p a r e d  i n  
P B S .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  a d d e d  t o  t h e  m i c r o t i t r e  p l a t e  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  ( 5 0 p l )  o f  
m o u s e  a n t i s e r u m ,  p r e p a r e d  i n  P B S T  c o n t a i n i n g  2 %  ( w l v )  M a r v e l T M ,  a t  t h e  o p t i m a l  
d i l u t i o n .  B o u n d  s e r u m  a n t i b o d i e s  w e r e  d e t e c t e d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  H R P -  
l a b e l l e d  g o a t  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y  a n d  o - P D  s u b s t r a t e ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 2 . 3 .  
2 . 5 . 2 . 5  E n z y m a t i c  p r e - t r e a t m e n t  o f  a m p i c i l l i n  
P e n i c i l l i n a s e ,  a  m i x t u r e  o f  p - l a c t a m a s e  I  a n d  11, p r e p a r e d  f r o m  B a c i l l u s  c e r e u s  w a s  
p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a - A l d r i c h  I r e l a n d  L t d .  A  s o l u t i o n  o f  p e n i c i l l i n a s e  1 0  U B / m l  w a s  
p r e p a r e d  i n  w a t e r  a n d  a d d e d  t o  a  l m g l m l  s o l u t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  P B S  t o  a  f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  l U B / m l .  T h e  s o l u t i o n  w a s  i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C  i n  a  w a t e r  
b a t h  t o  a l l o w  h y d r o l y s i s  o f  t h e  p - l a c t a m  r i n g .  
2 . 5 . 3  
P r o d u c t i o n  o f  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  
2 . 5 . 3 . 1  I m m u n i s a t i o n  s c h e d u l e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  r a b b i t  a n t i s e r u m  t o  
a m p i c i l l i n  
A  N e w  Z e a l a n d  w h i t e  f e m a l e  r a b b i t  w a s  i m m u n i s e d  b y  s u b - c u t a n e o u s  i n j e c t i o n  w i t h  
a n  e m u l s i o n  ( l m l )  c o n s i s t i n g  o f  a  l m g l m l  s o l u t i o n  o f  a m p i c i l l i n - B S A  c o n j u g a t e  
m i x e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  w i t h  F r e u n d ' s  C o m p l e t e  a d j u v a n t ,  w h i c h  h a d  b e e n  
p r e v i o u s l y  v o r t e x e d  u n t i l  a  s t a b l e  e m u l s i o n  h a d  f o r m e d .  T h e  r a b b i t  w a s  r e - i m m u n i s e d  
2 1  d a y s  l a t e r  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  a n  e m u l s i o n  ( l m l )  c o n s i s t i n g  o f  a  l m g / r n l  s o l u t i o n  
o f  a m p i c i l l i n - B S A  c o n j u g a t e  m i x e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  F r e u n d ' s  I n c o m p l e t e  
a d j u v a n t .  A  b l o o d  s a m p l e  w a s  t h e n  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  m a r g i n a l  e a r  v e i n  o f  t h e  a n i m a l  
b e t w e e n  1 0  a n d  1 5  d a y s  a f t e r  i m m u n i s a t i o n  a n d  t h e  a n t i b o d y  t i t r e  d e t e r m i n e d  a g a i n s t  
t h e  r e s p e c t i v e  a n t i g e n .  
T h e  c y c l e  o f  r e - i m m u n i s a t i o n  a n d  b l e e d i n g  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  u n t i l  t h e  t i t r e  ( t h e  
h i g h e s t  d i l u t i o n  o f  a n t i s e r a  t h a t  w i l l  s t i l l  g i v e  a  p o s i t i v e  r e a c t i o n  a g a i n s t  t h e  a n t i g e n )  
w a s  s u f f i c i e n t .  O n c e  a n  a c c e p t a b l e  t i t r e  ( i n  e x c e s s  o f  1 / 1 0 0 , 0 0 0 )  w a s  o b t a i n e d  t h e  
a n i m a l  w a s  a n a e s t h e t i s e d  a n d  s a c r i f i c e d  b y  c a r d i a c  p u n c t u r e .  B l o o d  w a s  r e m o v e d  
f r o m  t h e  h e a r t  w i t h  a  s y r i n g e  a n d  s e r u m  w a s  p r e p a r e d  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 5 . 3 . 2 .  
2 . 5 . 3 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  r a b b i t  s e r u m  
l r n l  b l o o d  s a m p l e s  f r o m  t h e  m a r g i n a l  e a r  v e i n  w e r e  c o l l e c t e d  f o r  e s t i m a t i o n  o f  
s p e c i f i c  a n t i b o d y  t i t r e  b y  E L I S A ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 3 . 3 .  B l o o d  w a s  a l l o w e d  
t o  c l o t  f o r  a t  4 ° C  o v e r n i g h t .  I t  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  2 0  m i n u t e s  
( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  t h e  s e r u m  r e m o v e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  f u r t h e r  a n a l y s i s .  
2 . 5 . 3 . 3  N o n - c o m p e t i t i v e  E L I S A  f o r  e s t i m a t i o n  o f  r a b b i t  s e r u m  a n t i b o d y  t i t r e  
T h e  s e r u m  a n t i b o d y  t i t r e  w a s  e s t i m a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 2 . 3 .  H o w e v e r ,  t h e  
s e c o n d a r y  a n t i b o d y  w a s  H R P - l a b e l l e d  g o a t  a n t i - r a b b i t  a n t i b o d y ,  p r e p a r e d  i n  P B S  
c o n t a i n i n g  2 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~ ~ ,  a t  a  d i l u t i o n  o f  1  i n  5 , 0 0 0 .  
2 . 5 . 4  P u r i f i c a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  f r o m  w h o l e  s e r u m  
P u r i f i c a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  f r o m  t h e  r a b b i t  s e r u m  w a s  i n i t i a l l y  c a r r i e d  o u t  b y  
p r e c i p i t a t i o n  w i t h  s a t u r a t e d  a m m o n i u m  s u l p h a t e .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  p r o t e i n  G -  
a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  t h e n  s u b t r a c t i v e  i m m u n o a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y .  
2 . 5 . 4 . 1  S a t u r a t e d  a m m o n i u m  s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  
T h e  a m m o n i u m  s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  o f  a n t i b o d y  f r o m  r a b b i t  s e r u m  w a s  c a r r i e d  o u t  
a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  H u d s o n  &  H a y  ( 1 9 8 0 ) .  1 0 0 %  ( w l v )  a m m o n i u m  s u l p h a t e  
w a s  p r e p a r e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a t  5 0 ° C ,  t h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  7 . 2  a n d  t h e  s o l u t i o n  
w a s  i n c u b a t e d  a t  4 ° C  o v e r n i g h t .  l O m l  o f  t h e  c o l d  s a t u r a t e d  a m m o n i u m  s u l p h a t e  w a s  
t h e n  a d d e d  d r o p w i s e  t o  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  r a b b i t  s e r u m  o n  i c e  w i t h  s t i r r i n g .  O n c e  a l l  
t h e  a m m o n i u m  s u l p h a t e  w a s  a d d e d ,  t h e  m i x t u r e  w a s  l e f t  o n  i c e  f o r  a  f u r t h e r  3 0  
m i n u t e s  w i t h  s t i r r i n g .  T h e  s o l u t i o n  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  2 0  m i n u t e s  
( E p p e n d o r f  5  8  1 0 R )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d .  T h e  r e m a i n i n g  p e l l e t  w a s  w a s h e d  
t w i c e  i n  l O m l  o f  4 5  %  ( w l v )  a m m o n i u m  s u l p h a t e ,  t h e n  d i s s o l v e d  i n  5 r n l  o f  P B S  a n d  
d i a l y s e d  a g a i n s t  5 L  o f  P B S  o v e r n i g h t  a t  4OC t o  r e m o v e  a n y  r e s i d u a l  a m m o n i u m  
s u l p h a t e .  
2 . 5 . 4 . 2  P r o t e i n  G  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  f o r  p u r i f i c a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d i e s  
A  2 m l  p r o t e i n  G - s e p h a r o s e  c o l u m n  w a s  p o u r e d  a n d  e q u i l i b r a t e d  w i t h  5 0 m l  P B S ,  p H  
7 . 4 .  T h e  d i a l y s e d  a m m o n i u m  s u l p h a t e  r a b b i t  i m m u n o g l o b u l i n  f r a c t i o n  ( 2 m l )  w a s  
a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n  a n d  t h e  f l o w  r a t e  a d j u s t e d  t o  l d m i n .  T h e  s a m p l e  w a s  r e -  
a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n  t w i c e  a n d  t h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  2 0 m l  P B S T .  B o u n d  
a n t i b o d y  w a s  e l u t e d  w i t h  0 . 1 M  g l y c i n e - H C 1 ,  p H  2 . 2  a n d  f r a c t i o n s  w e r e  n e u t r a l i s e d  
w i t h  b y  a d d i t i o n  o f  2 M  T r i s - H C 1 ,  p H  8 . 6 .  T h e  o p t i c a l  d e n s i t y  o f  e a c h  f r a c t i o n  w a s  
r e c o r d e d  a t  2 8 0 n m  a n d  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  p r o t e i n  ( O D 2 8 0  >  0 . 0 5 )  w e r e  p o o l e d  a n d  
d i a l y s e d  a g a i n s t  5 L  P B S  o v e r n i g h t  a t  4OC a n d  f o r  a  f u r t h e r  f o u r  h o u r s  a t  4OC i n  f r e s h  
P B S  b u f f e r .  D i a l y s e d  f r a c t i o n s  w e r e  a l i q u o t e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  
2 . 5 . 4 . 3  I m m u n o a f f i n i t y  C h r o m a t o g r a p h y  
S u b t r a c t i v e  i m r n u n o a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  p r o t e i n  G  a f f i n i t y -  
p u r i f i e d  a n t i - a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  r e m o v e  a l l  B S A - b i n d i n g  a n t i b o d i e s  
f r o m  t h e  a n t i b o d y  p o p u l a t i o n .  T h e  m a t r i x  w a s  p r e p a r e d  b y  c h e m i c a l  c o u p l i n g  o f  B S A  
t o  s e p h a r o s e 4 B ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 4 . 3 . 1 .  
2 . 5 . 4 . 3 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  i m m u n o a f f i n i t y  m a t r i x  
C y a n o g e n  b r o m i d e - a c t i v a t e d  s e p h a r o s e  w a s  s w o l l e n  w i t h  1 m M  H C l  f o r  2 0  m i n u t e s  
a n d  d r i e d  u n d e r  v a c u u m  ( M i l l i p o r e  s i n t e r e d  g l a s s  f i l t r a t i o n  u n i t  w i t h  0 . 2 2 ~  p o r e  s i z e  
f i l t e r ) .  5 - l O m g / m l  o f  h a p t e n - c a r r i e r  c o n j u g a t e  p e r  m i l l i t r e  o f  w e t  g e l  w a s  d i s s o l v e d  i n  
c o u p l i n g  b u f f e r  ( O . 1 M  N a H C 0 3 ,  0 . 5 M  N a C 1 ,  p H  8 . 3 )  a n d  a d d e d  d r o p w i s e  t o  t h e  g e l  
w i t h  s t i r r i n g .  T h i s  w a s  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  w i t h  s t i r r i n g ,  w a s h e d  w i t h  c o u p l i n g  b u f f e r  
a n d  i n c u b a t e d  w i t h  1 M  e t h a n o l a m i n e ,  p H  8 ,  f o r  2  h o u r s  w i t h  g e n t l e  r o t a t i o n  t o  b l o c k  
u n r e a c t e d  s i t e s .  T h e  g e l  w a s  w a s h e d  s i x  t i m e s  a l t e r n a t i n g  b e t w e e n  O . 1 M  a c e t a t e  
b u f f e r ,  0 . 5 M  N a C 1 ,  p H  4  a n d  c o u p l i n g  b u f f e r .  T h e  g e l  w a s  t h e n  w a s h e d  w i t h  P B S  
c o n t a i n i n g  0 . 0 2 %  ( w / v )  s l z i d e  a n d  s t o r e d  i n  t h i s  s o l u t i o n  a t  4 ° C .  
2 . 5 . 4 . 3 . 2  P u r i f i c a t i o n  u s i n g  B S A - s e p h a r o s e  a f f i n i t y  c o l u m n  
A  2 n d  a f f i n i t y  c o l u m n  w a s  e q u i l i b r a t e d  w i t h  P B S  a n d  o n e  c o l u m n  v o l u m e  o f  p r o t e i n  
G - p u r i f i e d  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  w a s  l o a d e d  o n t o  t h e  g e l .  C o n t a m i n a n t s  w e r e  r e m o v e d  
b y  w a s h i n g  w i t h  f o u r  c o l u m n  v o l u m e s  o f  P B S T  a n d  f o u r  c o l u m n  v o l u m e s  o f  P B S .  
B o u n d  a n t i b o d i e s  w e r e  e l u t e d  u s i n g  0 . 1 M  g l y c i n e E I C 1 ,  p H  2 . 2 .  F r a c t i o n s  w e r e  
i m m e d i a t e l y  n e u t r a l i s e d  w i t h  2 M  T r i s ,  p H  8 . 6 ,  p o o l e d  a n d  d i a l y s e d  a g a i n s t  5 L  P B S  a t  
4 ° C  o v e r n i g h t  a n d  f o r  a  f u r t h e r  f o u r  h o u r s  a t  4 ° C  i n  f r e s h  P B S  b u f f e r .  
2 . 5 . 5  A n t i b o d y  c h a r a c t e r i s a t i o n  
2 . 5 . 5 . 1  E n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  ( E L I S A )  
2 . 5 . 5 . 1 . 1  
C h e c k e r b o a r d  E L I S A  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  
d i l u t i o n  a n d  o p t i m a l  c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  c o n j u g a t e s  
N u n c  M a x i s o r b m  p l a t e s  w a s  c o a t e d  w i t h  1 0 0 ~ 1  o f  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  ( O -  
5 0 p g l m l )  o f  A M P - O V A  p r e p a r e d  i n  P B S  f o r  1  h o u r  a t  37OC o r  o v e r n i g h t  a t  4OC. 
P l a t e s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S  a n d  b l o c k e d  w i t h  2 0 0 p . l  o f  P B S  c o n t a i n i n g  
4 %  ( w / v )  M a r v e l m  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  
P B S T  a n d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S .  S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  w e r e  
p ~ p a r e d  i n  P B S T  c o n t a i n i n g  1 %  ( w l v )  M a r v e l T M  a n d  1 0 0 p l  o f  e a c h  d i l u t i o n  a d d e d  t o  
t h e  p l a t e s  i n  t r i p l i c a t e .  T h e n  p l a t e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  1  h o u r  a n d  w a s h e d  
a s  b e f o r e .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  1 0 0 p . l  o f  a  1  i n  5 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  
H R P - l a b e l l e d  g o a t  a n t i - r a b b i t  a n t i b o d y  ( S i g m a )  i n  P B S T  c o n t a i n i n g  1 %  ( w / v )  
M a r v e l m  a n d  i n c u b a t i o n  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ' C .  P l a t e s  w e r e  a g a i n  w a s h e d  a n d  a  
c h r o m o g e n i c  s u b s t r a t e  o - P D  w a s  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 7 O C .  
A b s o r b a n c e  w a s  r e a d  a t  4 5 0 n m  o n  a  T i t e r t e k  R e a d e r .  
2 . 5 . 5 . 1 . 2  C o m p e t i t i v e  E L I S A  f o r p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  
N u n c   a x i  i s  o r b ^  p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o n j u g a t e  
a n d  b l o c k e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 5 . 1 . 1 .  F r o m  a  5 m g I m l  s t o c k  s o l u t i o n  o f  
a m p i c i l l i n ,  s t a n d a r d s  o f  d e c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a n a l y t e  w e r e  p r e p a r e d  i n  P B S .  
E a c h  s t a n d a r d  w a s  a d d e d  t o  t h e  m i c r o t i t r e  p l a t e  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  ( 5 0 ~ 1 )  o f  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  a t  t h e  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n  i n  P B S T  c o n t a i n i n g  2 %  ( w l v )  
~ a r v e l ~ .  B o u n d  a n t i b o d y  w a s  d e t e c t e d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  H R P - l a b e l l e d  
a n t i b o d y  a n d  o - P D  s u b s t r a t e ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 5 . 1 . 1 .  
2 . 5 . 5 . 2  B i a c o r e  a n a l y s i s  
2 . 5 . 5 . 2 . 1  I m m o b i l i s a t i o n  o f  a m p i c i l l i n  o n t o  s e n s o r  c h i p  s u g a c e  
I m m o b i l i s a t i o n  o f  a m p i c i l l i n  w a s  c a r r i e d  o u t  a c c o r d i n g  t o  a  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  
G a u d i n  e t  a l .  ( 2 0 0 1 ) .  A l l  i n j e c t i o n s  w e r e  m a d e  a t  a  c o n s t a n t  f l o w  r a t e  o f  5 p l l m i n .  T h e  
c a r b o x y m e t h y l a t e d  d e x t r a n  s u r f a c e  w a s  a c t i v a t e d  b y  m i x i n g  e q u a l  v o l u m e s  o f  I O O m M  
N H S  ( N - h y d r o x y s u c c i n i m i d e )  a n d  4 0 0 m M  E D C  ( N - e t h y l - N - ( d i m e t h y l -  
a r n i n o p r o p y l )  c a r b o d i i m i d e  h y d r o c h l o r i d e )  a n d  i n j e c t i n g  t h e  m i x t u r e  o v e r  t h e  s e n s o r  
c h i p  s u r f a c e  f o r  2 0  m i n u t e s .  A  l O m M  s o l u t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  5 0  m M  b o r a t e  b u f f e r ,  
p H  8 . 5 ,  w a s  f r e s h l y  p r e p a r e d  p r i o r  t o  u s e  a n d  i n j e c t e d  o v e r  t h e  a c t i v a t e d  s u r f a c e  f o r  7  
m i n u t e s .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  a n  i n j e c t i o n  o f  1 M  e t h a n o l a m i n e ,  p H  8 . 5 ,  f o r  7  
m i n u t e s .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  i m m o b i l i s a t i o n ,  t h e  s u r f a c e  w a s  c o n d i t i o n e d  b y  i n j e c t i n g  
l o p 1  o f  1 0 0  m M  N a O H  c o n t a i n i n g  2 0 %  ( v l v )  D M F  a n d  1 0 p l  o f  1 0 0  m M  H C l  
c o n t a i n i n g  2 0 %  ( v l v )  D M F  p r i o r  t o  u s e .  
2 . 5 . 5 . 2 . 2  
B i a c o r e  i n h i b i t i o n  i m m u n o a s s a y  o n  i m m o b i l i s e d  s e n s o r  c h i p  s u r f a c e  
S t a n d a r d s  o f  f r e e  a n a l y t e  w e r e  p r e p a r e d  a t  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e s .  E a c h  
s t a n d a r d  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  a n t i b o d y  a n d  a l l o w e d  e q u i l i b r a t e  f o r  
3 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  E a c h  s a m p l e  w a s  t h e n  i n j e c t e d  o v e r  t h e  i m m o b i l i s e d  
s e n s o r  s u r f a c e  i n  t r i p l i c a t e  a n d  t h e  s u r f a c e  r e g e n e r a t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  s o d i u m  h y d r o x i d e .  A  c a l i b r a t i o n  c u r v e  w a s  t h e n  c o n s t r u c t e d  b y  
p l o t t i n g  t h e  c h a n g e  i n  r e s p o n s e  ( R U )  f o r  e a c h  s t a n d a r d  a g a i n s t  t h e  l o g  o f  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  a  f o u r - p a r a m e t e r  e q u a t i o n  f i t t e d  t o  t h e  d a t a  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  
s o f t w a r e  4 . 0 . 1 .  
2 . 5 . 5 . 2 . 3  
A m p i c i l l i n  s p i k e d  w h o l e  m i l k  p r e p a r a t i o n  
5 m g  o f  a m p i c i l l i n  w a s  d i s s o l v e d  i n  l m l  o f  w h o l e  m i l k  ( A v o n m o r e  p a s t e u r i s e d  a n d  
h o m o g e n i s e d  m i l k  w i t h  a  3 . 5 %  f a t  c o n t e n t ,  p u r c h a s e d  l o c a l l y ) .  S e r i a l  d i l u t i o n s  w e r e  
p r e p a r e d  i n  w h o l e  m i l k  a n d  e a c h  s a m p l e  d e f a t t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 4 , 0 0 0 g  f o r  1 5  
m i n u t e s  a t  4 ° C  ( H e r e a u s  B i o f u g e  P i c o ) .  T h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  c a r e f u l l y  r e m o v e d  
u s i n g  a  p i p e t t e  a n d  m i x e d  1 : 1  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b o d y  d i l u t i o n .  T h e  s a m p l e s  
w e r e  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3 0  m i n u t e s  b e f o r e  a n a l y s i s .  
2 . 5 . 5 . 3  F l u o r e s c e n c e  I r n m u n o a s s a y  ( F I A )  
2 . 5 . 5 . 3 . 1  P r o d u c t i o n  o f  b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n  
A  f i v e f o l d  m o l a r  e x c e s s  o f  ~ z - ~ i n k ~ ~  S u l f o - N H S - L C - B i o t i n  ( P i e r c e )  a n d  a m p i c i l l i n ,  
w a s  d i s s o l v e d  i n  0 . 1  M  s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  7 . 2 .  T h e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  
i n  a  m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e  w i t h  g e n t l e  a g i t a t i o n  f o r  1  h o u r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  
r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  a  c r o s s - l i n k e d  a g a r o s e  g e l  w i t h  a  p r i m a r y  
a m i n e ,  i . e .  A f f i - G e l  1 0 2  ( B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s )  a n d  i n c u b a t i o n  f o r  a n  a d d i t i o n a l  3 0  
m i n  w i t h  g e n t l e  a g i t a t i o n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n  ( A M P -  
B I O )  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  g e l  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  B I O - A M P  w a s  a l w a y s  f r e s h l y  
p r e p a r e d  b e f o r e  u s e .  
2 . 5 . 5 . 3 . 2  
C h e c k e r b o a r d  F Z A  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  
d i l u t i o n  a n d  o p t i m a l  B Z O - A M P  d i l u t i o n  
A  b l a c k  N u n c    a x  i s  o r b ^ ^  p l a t e  ( p r o v i d e  m i n i m u m  b a c k g r o u n d  a n d  b a c k  l i g h t  s c a t t e r  
i n  f l u o r e s c e n c e  a s s a y s )  w a s  c o a t e d  w i t h  1 0 0 p l  o f  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  ( 0 - 1 4 0 p . g ! m l )  
o f  a n t i - a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  i n  0 . 0 5 M  c a r b o n a t e  b u f f e r ,  p H  9 . 5 ,  o v e r n i g h t  a t  
4 ° C .  P l a t e s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S  a n d  b l o c k e d  w i t h  2 0 0 p l  o f  P B S  
c o n t a i n i n g  0 . 4 %  ( w l v )  T w e e n  2 0  ( S i g m a )  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ° C .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  
w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S .  S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  B I O - A M P  w e r e  p r e p a r e d  i n  P B S  a n d  
l O O p l  o f  e a c h  d i l u t i o n  a d d e d  t o  t h e  p l a t e s  i n  t r i p l i c a t e .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  
a t  3 7 ° C  f o r  1  h o u r  a n d  w a s h e d  a s  b e f o r e .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  1 0 0 p . l  
o f  a  1  i n  1 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  S t r e p t a v i d i n - C y 5  ( A r n e r s h a m  B i o s c i e n c e s )  i n  P B S  a n d  
i n c u b a t i o n  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ° C .  P l a t e s  w e r e  a g a i n  w a s h e d  a n d  f l u o r e s c e n c e  w a s  r e a d  a t  
6 4 9 n m  ( e x c i t a t i o n )  a n d  6 7 0 n m  ( e m i s s i o n )  o n  a  T e c a n  ~ a f i r e ~ ~ .  
2 . 5 . 5 . 3 . 3  C h e c k e r b o a r d  F Z A  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  B Z O - A M P  d i l u t i o n  a n d  
o p t i m a l  S t r e p t a v i d i n - C y 5  d i l u t i o n  
B l a c k  N u n c   a x i  i s  o r b ^  p l a t e s  w a s  c o a t e d  w i t h  1 0 0 p l  o f  a n t i - a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d y ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 . 3 8 p g l m l  i n  c a r b o n a t e  b u f f e r ,  p H  9 . 5 ,  o v e r n i g h t  a t  
4 ° C .  P l a t e s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S  a n d  b l o c k e d  w i t h  2 0 0 ~ 1  o f  P B S  
c o n t a i n i n g  0 . 4 %  ( w l v )  T w e e n  2 0  ( S i g m a )  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  
w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S .  S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  B I O - A M P  w e r e  p r e p a r e d  i n  P B S  a n d  
l O O p l  o f  e a c h  d i l u t i o n  a d d e d  t o  t h e  p l a t e s  i n  t r i p l i c a t e .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  
a t  3 7 ° C  f o r  1  h o u r  a n d  w a s h e d  a s  b e f o r e .  S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  S t r e p - C y 5  w e r e  p r e p a r e d  
i n  P B S  a n d  l O O p l  o f  e a c h  d i l u t i o n  a d d e d  t o  t h e  p l a t e s  i n  t r i p l i c a t e  a n d  t h e y  w e r e  
i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ° C .  P l a t e s  w e r e  a g a i n  w a s h e d  a n d  f l u o r e s c e n c e  w a s  r e a d  a t  
6 4 9 -  ( e x c i t a t i o n )  a n d  6 7 0 n m  ( e m i s s i o n )  o n  a  T e c a n  ~ a f i r e ~ ~ .  
2 . 5 . 5 . 3 . 4  C o m p e t i t i v e  F I A  
B l a c k  N u n c   a x i  i s  o r b ^  p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d y  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 . 3 8 p . g l m l  a n d  b l o c k e d  w i t h  2 0 0 p l  o f  P B S  c o n t a i n i n g  
0 . 4 %  ( w l v )  T w e e n  2 0  ( S i g m a )  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ° C .  F r o m  a  5 m g I m l  s t o c k  s o l u t i o n  o f  
a m p i c i l l i n ,  s t a n d a r d s  w i t h  d e c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f r e e  a n a l y t e ,  w e r e  p r e p a r e d  i n  
P B S .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  a d d e d  t o  t h e  m i c r o t i t r e  p l a t e  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  ( 5 0 d )  o f  
B I O - A M P  p r e p a r e d  i n  P B S  a t  t h e  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n .  B o u n d  a n t i b o d y  w a s  
d e t e c t e d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  S t r e p t a v i d i n - C y 5  a n d  t h e  f l u o r e s c e n c e  r e a d  o n  a  
T e c a n  s a f i r e 2  T M .  
2 . 5 . 5 . 4  B i o - c h i p  a p p l i c a t i o n  
P r i o r  t o  u s e  c h i p s  w e r e  c l e a n e d  w i t h  i s o p r o p a n o l ,  r i n s e d  t h o r o u g h l y  w i t h  d i s t i l l e d  
w a t e r  a n d  d r i e d  u n d e r  a  s t r e a m  o f  n i t r o g e n .  A n t i - a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  1 4 p g / m l ,  w a s  p r e p a r e d  i n  c a r b o n a t e  b u f f e r ,  p H  9 . 5 .  1 4 n g  ( 1 ~ 1 )  o f  t h e  
s o l u t i o n  w a s  s p o t t e d  o n t o  t h e  s u r f a c e  o f  e a c h  c o n e  o f  t h e  d i s p o s a b l e  b i o - c h i p  u s i n g  a  
p i p e t t e  a n d  i n c u b a t e d  i n  a  h u m i d i f i e r  f o r  1  Yz h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h  8 0 %  
h u m i d i t y .  T h e  s u r f a c e  o f  t h e  c h i p  w a s  t h e n  b l o c k e d  b y  f i l l i n g  t h e  c h a m b e r s  w i t h  a  
s o l u t i o n  o f  P B S  c o n t a i n i n g  0 . 4 %  ( w / v )  T w e e n  2 0  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1 %  h o u r s  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  w i t h  g e n t l e  a g i t a t i o n .  T h e  c h i p s  w e r e  t h e n  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S  
a n d  t h e  c h a m b e r s  f i l l e d  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  B I O - A M P ,  d i l u t e d  2 0 - f o l d  a n d  i n c u b a t e d  
1 %  h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  c h i p s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S T  a n d  
t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S .  S t r e p - C y 5 ,  a t  a  d i l u t i o n  o f  1 / 4 0 0  i n  P B S ,  w a s  a d d e d  t o  t h e  
c h a m b e r s  a n d  t h e  c h i p s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ° C .  B i o - c h i p s  w e r e  w a s h e d  
t h r e e  t i m e s  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  f l u o r e s c e n c e  w a s  r e a d  u s i n g  t h e  b i o - c h i p  d e t e c t i o n  
s y s t e m  ( a  c u s t o m i s e d  s y s t e m  d e v e l o p e d  i n  t h e  S c h o o l  o f  P h y s i c a l  S c i e n c e s  &  
N a t i o n a l  C e n t r e  f o r  S e n s o r  R e s e a r c h  ( N C S R ) ,  D C U ,  b y  t h e  r e s e a r c h  g r o u p  o f  P r o f .  
B r i a n  M a c C r a i t h ) .  
2 . 5 . 6  
P r o d u c t i o n  o f  a  m u r i n e  s c F v  a n t i b o d y  l i b r a r y  t o  a m p i c i l l i n  
2 . 5 . 6 . 1  E x t r a c t i o n  o f  R N A  f r o m  t h e  s p l e e n  o f  a  m o u s e  
T o t a l  R N A  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  s p l e e n  o f  a n  i m m u n i s e d  m o u s e  u s i n g  T R I z o l  
r e a g e n t .  
T h e  s p l e e n  f r o m  a  m o u s e  i m m u n i s e d  w i t h  A M P - B S A  w a s  r e m o v e d  
a s e p t i c a l l y ,  w e i g h e d  a n d  h o m o g e n i s e d  i n  l m l  o f  T r i z o l  r e a g e n t  p e r  5 0 - 1 0 0  m g  t i s s u e .  
T h e  h o m o g e n a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  1 2 , 0 0 0 g  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  4OC ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  
t o  r e m o v e  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  s u c h  a s  e x t r a c e l l u l a r  m e m b r a n e s ,  p o l y s a c c h a r i d e s  a n d  
h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  D N A .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  l e f t  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n u t e s  b e f o r e  b e i n g  s u p p l e m e n t e d  w i t h  2 0 0 ~ 1  o f  c h l o r o f o r m  p e r  
r n l  o f  T r i z o l  r e a g e n t  u s e d .  S a m p l e s  w e r e  s h a k e n  v i g o r o u s l y  f o r  1 5  s e c o n d s  a n d  s t o r e d  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 5  m i n u t e s .  T h e  m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0 g  f o r  1 5  
m i n u t e s  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  F o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h r e e  l a y e r s  w e r e  
o b s e r v e d ,  a  l o w e r  r e d  p h e n o l / c h l o r o f o r m  p h a s e ,  a  p r o t e i n  i n t e r p h a s e  a n d  a  c o l o u r l e s s  
u p p e r  a q u e o u s  p h a s e .  T h e  u p p e r  a q u e o u s  l a y e r ,  c o n t a i n i n g  R N A ,  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  
c l e a n  t u b e  a n d  s u p p l e m e n t e d  w i t h  5 0 0 p l  o f  i s o p r o p a n o l  p e r  m l  T R I z o l  r e a g e n t .  T h e  
s a m p l e  w a s  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 0  m i n u t e s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0 g  
f o r  8  m i n u t e s  a t  4 ° C  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d ;  t h e  p e l l e t  
w a s h e d  w i t h  l m l  o f  7 5 %  ( v i v )  e t h a n o l  a n d  t h e  s o l u t i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  8 , 0 0 0  g  f o r  
5  m i n u t e s  a t  4OC ( E p p e n d o r f  5 8  1 0 R ) .  T h e  e t h a n o l  w a s  d e c a n t e d ,  t h e  p e l l e t  a i r - d r i e d  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n u t e s  a n d  r e - d i s s o l v e d  i n  2 5 0 p l  o f  m o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r .  
2 . 5 . 6 . 2  C o m p l e m e n t a r y  D N A  s y n t h e s i s  
C o m p l e m e n t a r y  D N A  ( c D N A )  w a s  s y n t h e s i s e d  b y  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  u s i n g  a  
P r o m e g a  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  s y s t e m  ( M S C  L t d . )  p l u s  r a n d o m  p r i m e r s .  R a n d o m  
p r i m e r s  w e r e  u s e d  i n  p r e f e r e n c e  t o  o l i g o  d T ' s  t o  c o m p e n s a t e  f o r  a n y  m R N A  s t r a n d s  
t h a t  m a y  h a v e  b e e n  s h e a r e d  o f  t h e i r  p o l y  A  t a i l s  d u r i n g  t h e  e x t r a c t i o n  p r o c e s s .  
C o m v o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  ~ e r  r e a c t i o n  
M g C l z  5 m M  
1 0  X  P C R  B u f f e r  1 X  
d N T P  m i x  1 m M  
R N a s i n  1 U  p e r  1 1  
R a n d o m  P r i m e r s  2 0 0 n g  
A M V  R T  1 5  U  
R N A  7 - 1 0  p g  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  2 0 ~ 1 .  
T h e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 0  m i n u t e s  t o  a l l o w  a n n e a l i n g  o f  
p r i m e r s .  T h e  r e a c t i o n  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  a t  4 2 ° C  f o r  1  h o u r  a n d  D N A  a n a l y s e d  b y  
a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 .  
2 . 5 . 6 . 3  A m p l i f i c a t i o n  o f  a n t i b o d y  v a r i a b l e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  g e n e s  
T h e  p r i m e r s  l i s t e d  b e l o w  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  M W G  B i o t e c h  L t d .  a n d  w e r e  u s e d  f o r  
a s s e m b l i n g  m o u s e  s c F v  f r a g m e n t  i n  t h e  o r i e n t a t i o n  V L - ( G ~ S ) ~ - V H ,  w h i c h  i s  
c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  p A K  v e c t o r  s y s t e m  a s  d e s c r i b e d  b y  K r e b b e r  e t  a l .  ( 1 9 9 7 ) .  T h e  
s e q u e n c e s  a r e  g i v e n  u s i n g  t h e  s t a n d a r d  I U P A C  n o m e n c l a t u r e  o f  m i x e d  b a s e s  w h e r e :  
R = A  o r  G ;  Y = C  o r  T ;  & A  o r  C ;  K =  G  o r  T ;  S = C  o r  G ;  W = A  o r  T ;  H = A  o r  C  o r  T ;  
-  
B = C  o r  G  o r  T ;  y = A  o r  C  o r  G ;  D = A  o r  G  o r  T .  
-  
P r i m e r s ,  a t  a  w o r k i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  l O n M ,  w e r e  m i x e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  d e g r e e  o f  
d e g e n e r a t i o n .  W o r k i n g  p r i m e r s  w e r e  d e n o t e d  L B  ( l i g h t  c h a i n  b a c k )  a n d  L F  ( l i g h t  
c h a i n  f o r w a r d ) ,  f o r  v a r i a b l e  l i g h t  c h a i n  g e n e  ( V L )  a m p l i f i c a t i o n .  F o r  h e a v y  c h a i n  
a m p l i f i c a t i o n ,  w o r k i n g  p r i m e r s  w e r e  d e n o t e d  H B  ( h e a v y  c h a i n  b a c k )  a n d  H F  ( h e a v y  
c h a i n  f o r w a r d ) .  F o r  a l l  n o n d e g e n e r a t e  p r i m e r s  ( d = l ) ,  1 p . l  w a s  i n c l u d e d  i n  t h e  m i x ;  
f o r  d = 2 - 4 ,  2111 w a s  i n c l u d e d ;  f o r  d = 6 - 9 ,  3 p 1  w a s  i n c l u d e d  a n d  f o r  d = 1 2 - 1 6 ,  4 p . l  w a s  
i n c l u d e d .  
2 . 5 . 6 . 3 . 1  P r i m e r s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  v a r i a b l e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  g e n e s  
V a r i a b l e  l i g h t  c h a i n  r e v e r s e  p r i m e r s  
L B  1  S ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A y A T C C A G C T G A C T C A G C C 3 '  
L B 2  5 ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A y A T T G T T C T C ~ C C C A G T C 3 '  
L B 3  S ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a ~ A T T G T G M T M A C T C A G T C 3 '  
L B 4  5 ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A y A T T G T G Y T R A C A C A G T C 3 '  
L B 5  S f g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A y A T T G T C 3 '  
L B 6  S ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A y A T T M A G A T R _ A M C C A G T C 3 '  
L B 7  5 ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A y A T T C A G A T G A D C A G T C 3 '  
L B 8  S ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A y A T Y C A G A T G A C A C A G A C 3 '  
L B 9  S f g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A y A T T G T T C T C A T J C C A G T C 3 '  
L B  1 0  S ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A y A T T G ~ G C T S A C C C A A T C 3 '  
L B  1 1  S ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A y A T T S T B A T G A C C C A R T C 3 '  
L B  1 2  5 ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A Y R T T K T G A T G A C C C A w C 3 '  
L B  1 3  5 ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a ~ A T T G T G A T G A C B C A G _ K C 3 '  
L B  1 4  5 ' g c c a t g g c g g a c t a c a a a G A y A T T G T G A T A A C C A G G A 3 '  
D e a e n e r a c y  
2  
4  
8  
8  
8  
1 6  
1 2  
4  
4  
8  
1 6  
1 6  
1 2  
4  
V a r i a b l e  l i g h t  c h a i n  f o r w a r d  p r i m e r s  
D e n e n e r a c v  
L F 1  5 ' g g a g c c g c c g c c g c c ( a g a a c c a c c a c c a c c ) 2 A C G T T T m T T T C C A G C T T G G 3 '  1  
L F 4  5 ' g g a g c c g c c g c c g c c ( a g a a c c a c c a c c a c c ) ~ A C G T T T T A T T T C C A A C T T T G 3 '  1  
L F 5  5 ' g g a g c c g c c g c c g c c ( a g a a c c a c c a c c a c c ) ~ A C G T T T C A G C T C C A G C T T G G 3 '  1  
L F h  5 ' g g a g c c g c c g c c g c c ( a g a a c c a c c a c c a c c ) ~ A C C T A G G A C A G T C A G T T T G G 3 '  1  
V a r i a b l e  h e a v v  c h a i n  r e v e r s e  u r i r n e r s  D e n e n e r a o ,  
H B  1  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t g e a t c c G A ~ G T ~ A G C T T C A G G A G T C 3 '  8  
H B 2  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t g g a t ~ ~ G A G G T ~ C A ~ T ~ C A G C A G T C 3 '  9  
H B 3  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t g g a t c c C A G G T G C A ~ C 3 '  4  
H B 4  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t g ~ a t c c G A G G T C C A ~ C 3 '  4  
H B 5  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t g e a t ~ c C A G G T ~ A G C T ~ A G C A ~ T C 3 '  1 2  
H B 6  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t g g a t c c C A G G T ~ C A ~ C T G C A G C A T C 3 '  4  
H B 7  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t g g : a t ~ c C A G G T C C A C G T G A A G C A ~ T C 3 '  1  
H B 8  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t p ~ a t ~ c G A G G T G ~ ~ T G G T G G A ~ T C 3 '  4  
H B 9  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t g ~ a t c c G A ~ G T G A G T G G T G G A G T C 3 '  1 2  
H B l O  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t g ~ a t c c G A G G T G C A G ~ T G G T G G A ~ T C 3 '  4  
H B  1  1  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t g ~ a t ~ c G A ~ G T G C A ~ C T G G T G G A ~ T C 3  4
H B  1 2  S ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t ~ G A G G T G A A G C T G A T G G A ~ T C 3 '  2  
H B  1 3  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t g ~ a t c c G A G G T G C A ~ C T T G T T G A ~ T C 3 '  2  
H B  1 4  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t r r g a t c c G A ~ G T ~ A A G C T T C T C G A ~ T C 3 '  4  
H B  1 5  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t ~ G A A G T G A A ~ T T G A G G A ~ T C 3 '  4  
H B  1 6  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t ~ C A G G T T A C T C T R A A A S A R T C 3 '  8  
H B  1 7  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t ~ C A G G T C C A A C T Y C A G C A ~ C C 3 '  6  
H B  1 8  5 ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t ~ G A T G T G A A C T T G G A A S A ~ T C 3 '  1  
H B  1 9  S ' g g c g g c g g c g g c t c c g g t g g t g g t ~ G A G G T G A A G G T C A T C G A ~ T C 3 '  1  
V a r i a b l e  h e a v v  c h a i n  f o r w a r d  p r i m e r s  
D e a e n e r a c v  
H F l  5 ' g g a a t t c ~ c c c g a g g c & G A G G A A A C G G T G A C C G T G G T 3 '  1  
H F 2  5 ' g g a a t t c - c c c g a g g & G A G G A G A C T G T G A G A G T G G T '  1  
H F 3  5 ' g g a a t t c = c c c g a g & G C A G A G A C A G T G A C C A G A G T 3 '  1  
H F 4  5 ' g g a a t t c - c c c g a g & G A G G A G A C G G T G A C T G A G G T 3 '  1  
2 . 5 . 6 . 3 . 2  P C R  c o m p o n e n t s  f o r  a m p l i f i c a t w n  o f  v a r i a b l e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h i n  
g e n e s  
C o m ~ o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  ~ e r  r e a c t i o n  
F o r w a r d  P r i m e r  M i x  5 0 p m o l  
R e v e r s e  P r i m e r  M i x  5 0 p m o l  
1 0  X  B u f f e r  1  X  
M g C 1 2  1 . 5 t n M  
d N T P '  s  2 0 0 p M  
c D N  A  0 . 5 %  
T a q  p o l y m e r a s e  1 . 2 5 U  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  5 0 ~ 1 .  
2 . 5 . 6 . 3 . 3  P C R  c o n d i t i o n s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  v a r i a b l e  c h i n  g e n e s  
9 4 ° C  x  5  r n i n  
7  c y c l e s  o f :  
9 4 ° C  x  1  m i n  
6 3 ° C  x  3 0  s e c  
5 8 ° C  x  5 0  s e c  
7 2 ° C  x  1  m i n  
2 4  c y c l e s  o f :  
9 4 ° C  x  1  m i n  
6 3 ° C  x  3 0  s e c  
7 2 ° C  x  1  m i n  
f o l l o w e d  b y  7 2 ° C  x  1 0  m i n u t e s .  
2 . 5 . 6 . 4  S p l i c e  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n  ( S O E )  P C R  
V a r i a b l e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n s  w e r e  a n n e a l e d  a n d  a m p l i f i e d  u s i n g  a  s p l i c e  b y  
o v e r l a p  e x t e n s i o n  ( S O E )  t o  p r o d u c e  a n  8 0 0 b p  f r a g m e n t .  
2 . 5 . 6 . 4 . 1  P r i m e r s  f o r  S U E  P C R  
s c f o r  5 '  t t a c t c g c g g c c c a g c c e a t g g c g g a c t a c c c c g  3 '  
s c b a c k  5 '  g g a a t t c g g c c c c c g a g  3 '  
2 . 5 . 6 . 4 . 2  S O E  P C R  c o m p o n e n t s  f o r  a m p l i f i c & ' o n  o f  j o i n e d  a n t i b o d y  l i g h t  a n d  
h e a v y  c h a i n  g e n e s  
C o m p o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  p e r  r e a c t i o n  
1 0  X  b u f f e r  1  X  
M g C l z  I m M  
d N T P s  2 0 0 p . M  
V H  5 0 n g  
V L  5 0 n g  
s c f o r  5 O p m o l  
s c b a c k  5 0 p m o l  
T a g  p o l y m e r a s e  1 . 2 5 U  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  5 0 ~ 1 .  
2 . 5 . 6 . 4 . 3  S U E  P C R  c o n d i t i o n s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  j o i n e d  a n t i b o d y  l i g h t  a d  
h e a v y  c h a i n  g e n e s  
5  c y c l e s  o f :  
9 4 ° C  x  1  m i n u t e  
4 5 ° C  x  5 0  m i n u t e s  
7 2 ° C  x  1  m i n u t e  
( a d d i t i o n  o f  s c f o r  a n d  s c b a c k  p r i m e r s  a n d  T a q  p o l y m e r a s e )  
2 5  c y c l e s  o f :  
9 4 ° C  x  1  m i n u t e  
6 8 ° C  x  3 0  s e c o n d s  
7 2 ° C  x  1  m i n u t e  
2 . 5 . 6 . 5  I s o l a t i o n  o f  p A K l O O  v e c t o r  
A  s i n g l e  c o l o n y  o f  E .  c o l i  X L 1 - B l u e  c o n t a i n i n g  t h e  p A K l O O  v e c t o r  ( a l l  p A K  v e c t o r s  
w e r e  k i n d l y  d o n a t e d  b y  P r o f .  A .  P l i i c k t h u n  o f  t h e  U n i v e r s i t a t  Z i i r i c h ,  S w i t z e r l a n d )  
w a s  u s e d  t o  i n o c u l a t e  l o r n 1  o f  L B  m e d i a ,  c o n t a i n i n g  3 0 p g J m l  t e t r a c y c l i n e ,  a t  37OC 
w i t h  s h a k i n g  a t  2 5 0 r p m .  T h e  p l a s m i d  w a s  i s o l a t e d  a n d  p u r i f i e d  u s i n g  a  W i z a r d  P l u s  
m i n i p r e p  k i t  ( P r o m e g a ,  U K ) ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  i n s t r u c t i o n s ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 1 .  
2 . 5 . 6 . 6  S f i I  r e s t r i c t i o n - d i g e s t  o f  s c F v  i n s e r t  a n d  p A K l O O  v e c t o r  
C o m p o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  p e r  r e a c t i o n  
S O E  P r o d u c t  5 ~ g  
s f 1  m u  P e r  ~ 8 )  8 0 U  
N E B  B u f f e r  2  ( 1 0 X )  1 X  
B S A  ( I O O X )  1 X  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  1 0 0 f i .  
C o m ~ o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  ~ e r  r e a c t i o n  
P l a s m i d  D N A  ( p A K 1 0 0 )  loCLg 
s f ; I  ( 6 U  P e r  CLg) 6 0 U  
N E B  B u f f e r  2  1 X  
B S A  1  X  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  1 0 0 f i .  
T h e  r e s t r i c t i o n  w a s  i n c u b a t e d  a t  5 0 ° C  f o r  5  h o u r s .  T h e  d i g e s t e d  s c F v  f r a g m e n t  a n d  
v e c t o r  w e r e  p u r i f i e d  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 5 )  a n d  q u a n t i f i e d  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  
p r i o r  t o  l i g a t i o n .  
2 . 5 . 6 . 7  L i b r a r y  l i g a t i o n  
P u r i f i e d  d i g e s t s  o f  S O E  p r o d u c t  a n d  p A K l 0 0  v e c t o r  w e r e  l i g a t e d  u s i n g  T 4  D N A  
l i g a s e  a t  1 6 ° C  o v e r n i g h t .  
C o m u o n e n t  C o n c e n t r a t i o n  u e r  r e a c t i o n  (1x1 
p A K l O O  ( d i g e s t e d  a n d  p u r i f i e d )  1 . 4 ~ g  
S O E  P C R  p r o d u c t  ( d i g e s t e d  a n d  p u r i f i e d )  1 . 4 c l g  
T 4  D N A  l i g a s e  b u f f e r  1  X  
T 4  D N A  l i g a s e  l a d  
M o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a  t o t a l  v o l u m e  o f  2 0 0 p l .  
L i g a t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  1 6 ° C  o v e r n i g h t .  O n e  m i c r o l i t r e  o f  g l y c o g e n  w a s  a d d e d  t o  
t h e  l i g a t i o n  a n d  i t  w a s  e t h a n o l - p r e c i p i t a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 4 .  T h e  
D N A  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  m o l e c u l a r  g r a d e  w a t e r  a n d  t r a n s f o r m e d  i n t o  E .  c o l i  
X L 1 - B l u e  e l e c t r o c o m p e t e n t  c e l l s  ( p r e p a r e d  a s  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 7 )  b y  e l e c t r o p o r a t i o n ,  
a s  d e s c r i b e d  b y  S e c t i o n  2 . 5 . 6 . 8 .  
2 . 5 . 6 . 8  L i b r a r y  t r a n s f o r m a t i o n  
L i g a t i o n s  w e r e  t r a n s f o r m e d  i n t o  e l e c t r o c o m p e t e n t  X L 1 - B l u e  c e l l s  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  
a s  o u t l i n e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 8 .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  c e l l s  w e r e  p l a t e d  o u t  o n  N E  a g a r  
p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  o v e r n i g h t .  T r a n s f o r m a n t s  w e r e  a l s o  t i t r e d ,  u s i n g  2 x T Y  
a s  a  d i l u e n t ,  a n d  e a c h  d i l u t i o n  w a s  p l a t e d  o n  N E  p l a t e s .  P l a t e s  w e r e  s c r a p e d  u s i n g  
2 x T Y ,  f r o m  w h i c h  g l y c e r o l  l i b r a r y  s t o c k s  w e r e  p r e p a r e d .  L i b r a r y  s t o c k s  w e r e  f l a s h  
f r o z e n  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0 ° C .  
2 . 5 . 7  S e l e c t i o n  o f  s p e c i f i c  s c F v  f r a g m e n t s  
2 . 5 . 7 . 1  R e s c u e  o f  s c F v - d i s p l a y i n g  p h a g e  
5 0  r n l  o f  N E  m e d i a  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  l o 9  c e l l s  f r o m  g l y c e r o l  l i b r a r y  s t o c k .  T h e  
c u l t u r e  w a s  t h e n  s h a k e n  a t  3 7 ° C  a t  2 2 5 - 2 5 0 r p m  u n t i l  O D m o  o f  0 . 5 - 0 . 6  w a s  r e a c h e d .  
1 0 "  p f u l m l  V C S M 1 3  h e l p e r  p h a g e  a n d  0 . 5 m M  I P T G  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  a n d  l e f t  f o r  
3 0  m i n u t e s  a t  3 7 ° C  w i t h o u t  a g i t a t i o n .  T h e  c u l t u r e  w a s  t h e n  d i l u t e d  i n  1 0 0  m l  o f  L E  
m e d i a  i n  a  2  L  b a f f l e  f l a s k .  T h e  c u l t u r e  w a s  s h a k e n  a t  2 0 0 r p m  f o r  2  h o u r s  a t  2 6 ° C  f o r  
p h a g e  p r o d u c t i o n ,  a n d  3 0 p g l m l  k a n a m y c i n  w a s  t h e n  a d d e d .  P h a g e  p r o d u c t i o n  w a s  
a l l o w e d  t o  p r o c e e d  a t  2 6 ° C  o v e r n i g h t ,  w i t h  v i g o r o u s  a e r a t i o n .  
2 . 5 . 7 . 2  C o n c e n t r a t i o n  o f  p h a g e  b y  P E G /  N a C l  p r e c i p i t a t i o n  
1 5 0  m l  o f  o v e r n i g h t  c u l t u r e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e  s o r v a l l  t u b e  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  
1 0 , 0 0 0  r p m ,  4 ° C  f o r  1 0  m i n u t e s .  O n e - f i f t h  t h e  v o l u m e  ( 3 0  m l )  o f  P E G N a C l  ( 2 0 %  
( w l v )  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  1 0 0 0 0 ,  0 . 2 5  M  N a C l  p r e p a r e d  i n  u l t r a  p u r e  w a t e r )  w a s  
a d d e d  t o  t h e  s u p e r n a t a n t ,  m i x e d  a n d  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  a t  l e a s t  1  h o u r .  T h e  m i x t u r e  
w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  r p m ,  4 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  
a n d  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  4 0  m l  u l t r a  p u r e  w a t e r  a n d  8  m l  P E G I N a C l .  T h i s  w a s  
i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  2 0  m i n u t e s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  r p m  a t  4 ° C  f o r  2 0  m i n u t e s .  
T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  p e l l e t  w a s  r e - c e n t r i f u g e d  a t  7 , 0 0 0  r p m  a t  4 ° C  
f o r  1 0  m i n u t e s .  A n y  r e m a i n i n g  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  2  m l  s t e r i l e  f i l t e r e d  P B S .  P h a g e  w e r e  s t o r e d  a t  4 ° C  ( s h o r t - t e r m )  o r  a t  
- 8 0 ° C  ( l o n g -  t e r m )  i n  1 5 %  ( v l v )  g l y c e r o l .  
2 . 5 . 7 . 3  P h a g e  t i t r e  
4  m l  o f  2  x  T Y ,  3 0 p g l m l  t e t r a c y c l i n e  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  a  s i n g l e  c o l o n y  o f  X L - 1  
b l u e  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g  a t  2 2 5 - 2 5 0 r p m .  T h i s  c u l t u r e  u s e d  
t o  s e e d  5  m l  o f  2  x  T Y ,  3 0 p g I r n l  t e t r a c y c l i n e  a t  a  1 %  ( v l v )  c e l l  d e n s i t y .  T h e  c u l t u r e  
w a s  k e p t  a t  3 7 ° C  w h i l e  s h a k i n g  a t  2 2 5 - 2 5 0 r p m  u n t i l  t h e  O D m o n m  =  0 . 5 .  S e r i a l  
d i l u t i o n s  ( 1 0 - ' - l o - " )  o f  p h a g e  w e r e  p r e p a r e d  i n  t h e  b a c t e r i a l  c u l t u r e  a n d  a l l o w e d  t o  
s t a n d  a t  3 7 O C  f o r  3 0  m i n u t e s  w i t h o u t  a g i t a t i o n .  1 0 0  p l  o f  e a c h  d i l u t i o n  w a s  s p r e a d  o n  
N E  a g a r  p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7 ° C .  
2 . 5 . 7 . 4  S e l e c t i o n  o f  a n t i g e n  b i n d e r s  b y  p a n n i n g  
A n  i m m u n o t u b e  w a s  c o a t e d  o v e r n i g h t  a t  4 ° C  w i t h  4 m l  o f  t h e  a n t i g e n  o f  i n t e r e s t ,  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  1  t o  1 0 y g l m l .  T h e  i m m u n o t u b e  w a s  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S  
a n d  b l o c k e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  m i l k  p o w d e r ,  f o r  2  h o u r s  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e .  T h e  t u b e  w a s  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S T  a n d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S .  
1  m l  o f  p h a g e  f r o m  p r e c i p i t a t i o n  w e r e  p r e - b l o c k e d  i n  3 m l  o f  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  
( w / v )  m i l k  m a r v e l  a n d  t h i s  w a s  a d d e d  t o  t h e  b l o c k e d  i m m u n o t u b e .  P h a g e  w e r e  
a l l o w e d  t o  b i n d  f o r  t w o  h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  u n d e r  g e n t l e  a g i t a t i o n .  T h e  t u b e  
w a s  w a s h e d  a s  b e f o r e  a n d  b o u n d  p h a g e  w e r e  e l u t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  8 O O p . I  o f  0 . 1 M  
g l y c i n e I H C 1 ,  p H  2 . 2 ,  f o r  t e n  m i n u t e s .  T h e  s o l u t i o n  w a s  i m m e d i a t e l y  n e u t r a l i s e d  w i t h  
4 8 p l  o f  1 M  T r i s - H C 1 ,  p H  8 . 6 .  T h e  p h a g e  w e r e  t h e n  t i t r e d  a n d  u s e d  t o  r e - i n f e c t  X L - 1  
B l u e  c e l l s  t o  g e n e r a t e  l i b r a r y  s t o c k s  f o r  s u b s e q u e n t  r o u n d s  o f  p a n n i n g .  
2 . 5 . 7 . 5  R e - i n f e c t i o n  o f  E .  c o l i  X L - 1  B l u e  c e l l s  w i t h  e l u t e d  p h a g e  
5  m l  2 x T Y ,  3 0 p g l m l  t e t r a c y c l i n e  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  a  s i n g l e  c o l o n y  o f  X L - 1  B l u e  
a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  w i t h  s h a k i n g  ( 2 0 0 - 2 5 0 r p m )  a t  3 7 ° C .  5 m l  2 x T Y ,  3 0 p g l m l  
t e t r a c y c l i n e  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  1 %  ( v l v )  o f  t h e  o v e r n i g h t  c u l t u r e  a n d  g r o w n  w i t h  
s h a k i n g  a t  3 7 ° C  u n t i l  O D  6 0 0 n m  =  0 . 4 - 0 . 5 .  T h e  c u l t u r e  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  
w i t h o u t  a g i t a t i o n  f o r  1 0  m i n u t e s .  7 0 0 p l  o f  p h a g e  r e s c u e d  f r o m  p a n n i n g  s t e p  w e r e  
a d d e d  t o  t h e  c u l t u r e  a n d  a l l o w e d  t o  s t a n d  a t  3 7 O C  f o r  3 0  m i n u t e s  w i t h o u t  a g i t a t i o n .  
T h e  c u l t u r e  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  2  m i n u t e s  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  6 0 0 ~ 1  2 x T Y .  T h i s  w a s  p l a t e d  o u t  o n  t h r e e  N E  a g a r  p l a t e s  a n d  
i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7 O C .  T h e  f o l l o w i n g  d a y  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  s c r a p e d  f r o m  t h e  
s o l i d  m e d i a  u s i n g  2 x T Y ,  c o n c e n t r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 , 0 0 0 g  f o r  2  m i n u t e s  
( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R )  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  2  m l 2 x T Y  w i t h  1 5 %  ( v l v )  g l y c e r o l .  S t o c k s  
w e r e  a l i q u o t e d  i n t o  5 0 0  p l  v o l u m e s ,  f l a s h  f r o z e n  a n d  s t o r e d  a t  -  8 0 ° C  
2 . 5 . 7 . 6  M a s t e r  p l a t e  c o n s t r u c t i o n  
A  9 6  w e l l  s t e r i l e  c u l t u r e  p l a t e  w a s  f i l l e d  w i t h  2 0 0 ~ 1  o f  2  x  T Y ,  1 %  ( w l v )  g l u c o s e ,  2 5  
p g l m l  c h l o r a m p h e n i c o l  a n d  3 0 p g l m l  t e t r a c y c l i n e .  E a c h  w e l l  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  a  
s i n g l e  c o l o n y  f r o m  t h e  p h a g e  t i t r e  p l a t e s ,  l e a v i n g  o n e  o r  t w o  w e l l s  a s  n o n - i n o c u l a t e d  
c o n t r o l s .  T h e  p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7 O C  o v e r n i g h t  w h i l e  s h a k i n g  a t  1 5 0 r p m .  T h i s  
w a s  k n o w n  a s  t h e  m a s t e r  p l a t e  a n d  w a s  f r o z e n  a t  - 2 0 ° C  w i t h  1 5 %  ( v l v )  g l y c e r o l .  
A n o t h e r  p l a t e  w a s  p r e p a r e d  w i t h  2 0 0 ~ w e l l  o f  2 x T Y  c o n t a i n i n g  1 %  ( w / v )  g l u c o s e  
a n d  2 5 p g l m l  c h l o r a m p h e n i c o l .  2 ~ 1  f r o m  e a c h  w e l l  o n  t h e  m a s t e r  p l a t e  w a s  t r a n s f e r r e d  
t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  w e l l  o n  t h e  s e c o n d  p l a t e  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 O C  w i t h  s h a k i n g  a t  
1 5 0 r p m  u n t i l  O D m  -  0 . 4 .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  2 5 p l  o f  2 x T Y  c o n t a i n i n g  1 %  ( w l v )  
g l u c o s e ,  2 5 p g l m l  c h l o r a m p h e n i c o l ,  9 . 5 m M  I P T G  a n d  5  x  1 0 '  V C S  M 1 3  h e l p e r  
p h a g e l m l  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l .  T h e  c u l t u r e  w a s  l e f t  t o  s t a n d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  
3 7 ° C  f o l l o w e d  b y  s h a k i n g  a t  1 5 0 r p m  f o r  2  h o u r s  a t  2 6 O C .  T h e  p l a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  
a t  2 , 5 0 0 g  f o r  1 0  m i n u t e s  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  b y  
i n v e r s i o n  a n d  t h e  p e l l e t s  r e s u s p e n d e d  i n  2 0 0 p l  o f  2 x T Y  c o n t a i n i n g  1 %  ( w l v )  g l u c o s e ,  
2 5 p g l m l  c h l o r a m p h e n i c o l ,  I m M  I P T G  a n d  3 0 p g l m l  k a n a m y c i n .  T h e  p l a t e  w a s  
i n c u b a t e d  a t  2 6 O C  o v e r n i g h t  w h i l e  s h a k i n g  a t  1 5 0 r p m .  T h e  p l a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  
2 , 5 0 0 g  f o r  1 0  m i n u t e s  ( E p p e n f o r f  5 8 1 0 R  a n d  7 5 p l  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  u s e d  f o r  a n a l y s i s  
i n  p h a g e  E L I S A .  
2 . 5 . 7 . 7  P h a g e  E L I S A  
A  m i c r o t i t r e  p l a t e  w a s  c o a t e d  w i t h  1 O O p . I  o f  1 - 1 O p g I m l  o f  a p p r o p r i a t e  c o n j u g a t e  a n d  
i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4 O C .  T h e  p l a t e  w a s  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  P B S T  a n d  t h r e e  
t i m e s  w i t h  P B S .  T h e  p l a t e  w a s  t h e n  b l o c k e d  w i t h  1 5 0 p . l  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  
M a r v e l T M  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C .  7 5 4  o f  s u p e r n a t a n t  f r o m  t h e  w o r k i n g  p h a g e  p l a t e  a n d  
2 5 p l  o f  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  w a s  a d d e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  w e l l  i n  e a c h  E L I S A  
p l a t e ,  m i x e d  g e n t l y  a n d  i n c u b a t e d  f o r  2  h o u r s  a t  3 7 O C .  T h e  p l a t e s  w e r e  w a s h e d  a s  
b e f o r e  a n d  l O O p l  o f  a n t i - F d  b a c t e r i o p h a g e  a n t i b o d y ,  a t  a  1  i n  1 0 0 0  d i l u t i o n  i n  P B S  
c o n t a i n i n g  1 %  ( w l v )  M a r v e l T M ,  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l .  T h i s  w a s  i n c u b a t e d  f o r  1  
h o u r  a t  3 7 ° C .  T h e  p l a t e  w a s  w a s h e d  a s  b e f o r e  a n d  1 0 0 p . I  o f  p e r o x i d a s e - l a b e l l e d  a n t i -  
r a b b i t  a n t i b o d y  ( a t  a  1  i n  5 0 0 0  d i l u t i o n  i n  P B S  c o n t a i n i n g  1 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~ )  w a s  
a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  3 7 O C .  T h e  p l a t e s  w e r e  w a s h e d  a n d  1 0 0 p l  o f  o -  
p h e n y l e n e d i a r n i n e  ( 0 - P D )  s u b s t r a t e  w a s  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 7 ° C .  
A b s o r b a n c e  w a s  r e a d  a t  4 5 0 n m  o n  a  T i t e r t e k  R e a d e r .  T h e  s t e p s  f r o m  p h a g e  r e s c u e  
( S e c t i o n  2 . 5 . 7 . 1 )  t o  p h a g e  E L I S A  ( S e c t i o n  2 . 5 . 7 . 7 )  a r e  r e p e a t e d  u n t i l  p o s i t i v e  c l o n e s  
w e r e  i d e n t i f i e d .  
C h a p t e r  3  
D e v e l o p m e n t  o f  a n  E L Z S A  a n d  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  t o  C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  
i n  s h e e p  
3 . 1  I n t r o d u c t i o n  t o  C a s e o u s  L y m p h a d e n i t i s  
3 . 1 . 1  C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  
C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i s  t h e  c a u s a t i v e  a g e n t  o f  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s ,  
a n  i n f e c t i o u s  d i s e a s e  a f f e c t i n g  s h e e p  a n d  g o a t s .  T h e s e  g r a m - p o s i t i v e  f a c u l t a t i v e  
i n t r a c e l l u l a r  p a t h o g e n i c  b a c t e r i a ,  f o r m e r l y  k n o w n  a s  C o r y n e b a c t e r i u m  o v i s ,  a r e  
s t r o n g l y  c a t a l a s e -  a n d  u r e a s e - p o s i t i v e  a n d  c a n  f e r m e n t  g l u c o s e ,  g a l a c t o s e ,  m a l t o s e  a n d  
m a n n o s e  ( M u c k l e  a n d  G y l e s ,  1 9 8 2 ) .  T h e y  a r e  s e n s i t i v e  t o ,  b u t  n o t  k i l l e d  b y  
a m p i c i l l i n ,  c e f t i o f u r ,  c l o x a c i l l i n ,  o x y t e t r a c y c l i n e ,  p e n i c i l l i n  G ,  a n d  t e t r a c y c l i n e  ( O l s o n  
e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  P h e n o t y p i c a l  a n d  g e n o t y p i c a l  i n v e s t i g a t i o n s  e x a m i n i n g  p o s s i b l e  s t r a i n s  
o f  C .  p s e ~ ~ d o t u b e r c u l o s i s  h a v e  r e v e a l e d  u n i f o r m  b i o c h e m i c a l  a n d  c u l t u r a l  
c h a r a c t e r i s a t i o n s  o f  t h e  b a c t e r i u m  ( B a r k s d a l e  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  M u c k l e  a n d  G y l e s ,  1 9 8 2 ;  
S u t h e r l a n d  e t  a l . ,  1 9 9 3 ;  L i t e r i k  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) ,  a l t h o u g h  t w o  d i s t i n c t  b i o t y p e s  b a s e d  o n  
t h e i r  n i t r a t e - r e d u c i n g  a b i l i t y  h a v e  b e e n  c o n f i r m e d  ( B i b e r s t e i n  e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  M u c k l e  
a n d  G y l e s ,  1 9 8 2 ) .  T h e  b i o t y p e  t h a t  i n f e c t s  s h e e p  a n d  g o a t s  d o e s  n o t  r e d u c e  n i t r a t e  t o  
n i t r i t e ,  w h e r e a s  t h e  e q u i n e  a n d  b o v i n e  i s o l a t e s  d o  r e d u c e  n i t r a t e  ( B i b e r s t e i n  e t  a l . ,  
1 9 7 1 ;  S o n g e r  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  
3 . 1 . 2  C a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  
C a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  ( C L A )  i s  a  d i s e a s e  a f f e c t i n g  s h e e p  a n d  g o a t s  c a u s e d  b y  C .  
p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n f e c t i o n  ( B r o w n  a n d  O l a n d e r ,  1 9 8 7 )  a n d  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  
e n l a r g e m e n t  a n d  s u p p u r a t i o n  o f  o n e  o r  m o r e  l y m p h  n o d e s  ( S c h r e u d e r  e t  a ! . ,  1 9 9 4 ) .  
T h e  b a c t e r i a  c a n  i n f e c t  o t h e r  a n i m a l  s p e c i e s ,  s u c h  a s  h o r s e s ,  c a u s i n g  u l c e r s  a n d  
a b s c e s s e s  ( K n i g h t ,  1 9 6 9 )  a n d  c o w s ,  c a u s i n g  m a s t i t i s  a n d  v i s c e r a l  l e s i o n s  ( W a t s o n  a n d  
P r e e c e ,  2 0 0 1 ) .  H u m a n  i n f e c t i o n  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d ,  a l t h o u g h  i t  i s  u s u a l l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h o s e  o c c u p a t i o n a l l y  e x p o s e d  t o  f a r m  a n i m a l s  ( f a r m e r s ,  a b a t t o i r  
w o r k e r s ,  e t c . )  ( P e e l  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  
I n  s h e e p  a n d  g o a t s  i n f e c t i o n  c a n  r e s u l t  i n  b o t h  a n  e x t e r n a l  a n d  a n  i n t e r n a l  f o r m  o f  t h e  
d i s e a s e .  E x t e r n a l  C L A  c a u s e s  a b s c e s s e s  i n  t h e  s u p e r f i c i a l  l y m p h  n o d e s  a n d  
s u b c u t a n e o u s  t i s s u e s ,  w h i c h  c a n  b e  w e l l  t o l e r a t e d  b y  i n d i v i d u a l  a n i m a l s .  H o w e v e r ,  a n  
i n t e r n a l  f o r m  o f  C L A  r e s u l t s  i n  a b s c e s s e s  l o c a t e d  i n t e r n a l l y  i n  o r g a n s  a n d  l y m p h  
n o d e s  s u c h  a s  t h e  l u n g s ,  l i v e r ,  k i d n e y s  a n d  m e d i a s t i n a l ,  b r o n c h i a l  a n d  l u m b a r  l y m p h  
n o d e s  ( P i o n t o w s k i  a n d  S h i v v e r s ,  1 9 9 8 ) .  T h i s  i n t e r n a l  f o r m  o f  C L A  c a n  l e a d  t o  
c h r o n i c  d i s e a s e  w i t h  a  r a n g e  o f  i l l  e f f e c t s  i n c l u d i n g  e m a c i a t i o n ,  r e p r o d u c t i v e  
c o m p l i c a t i o n s  a n d  r a r e l y ,  d e a t h .  B o t h  f o r m s  m a y  d e v e l o p  s i m u l t a n e o u s l y ,  a n d  t h e  
c l i n i c a l  s i g n s  a n d  l e s i o n s  o f  e i t h e r  f o r m  m a y  n o t  b e c o m e  a p p a r e n t  u n t i l  d a y s  ( K u r i a  e t  
a l . ,  2 0 0 1 )  o r  e v e n  m o n t h s  ( A s h f a q  a n d  C a m p b e l l ,  1 9 8 0 )  a f t e r  i n i t i a l  i n f e c t i o n .  T h e  
a b s c e s s e s  d e v e l o p  a  t h i c k  w a l l  a l l o w i n g  t h e  b a c t e r i a  i n s i d e  t o  s u r v i v e  w h i l e  p r o d u c i n g  
f e w  o b v i o u s  c l i n i c a l  s i g n s  i n  t h e  a n i m a l  ( B a t e y ,  1 9 8 6 ) .  A y e r s  ( 1 9 7 7 )  s u g g e s t e d  t h a t  
t h e  p r e c r u r a l  a n d  p r e s c a p u l a r  l y m p h  n o d e s  a r e  m o s t  l i k e l y  i n v o l v e d  i n  i n f e c t i o n  i n  
s h e e p ,  w h e r e a s  i n  g o a t s  t h e  p a r o t i d  n o d e  i s  m o r e  c o m m o n l y  a f f e c t e d .  A n  a b s c e s s  i n  
t h e  b r a i n  c a u s e d  b y  C .  p s e u d o a t b e r c u l o s i s  i n f e c t i o n  i n  a  y o u n g  g o a t  h a s  a l s o  b e e n  
r e p o r t e d  ( G l a s s  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  
T h e  p a t h o g e n e s i s  o f  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  u s u a l l y  i n v o l v e s  e n t r y  o f  C .  p s e u d o -  
t u b e r c u l o s i s  t h r o u g h  b r o k e n  s k i n ,  w h e r e  t h e  b a c t e r i a  a r e  c a r r i e d  t o  t h e  l o c a l  l y m p h  
n o d e  a n d  m u l t i p l y  c a u s i n g  i n f l a m m a t i o n ,  n e c r o s i s ,  a n d  a b c e s s a t i o n  o f  t h e  n o d e  
( H o d g s o n  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  T w o  f a c t o r s  a r e  t h o u g h t  t o  p l a y  v i t a l  r o l e s  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  t h e  d i s e a s e .  T h e  f i r s t  i s  t h e  h i g h  l i p i d  c o n t e n t  o f  t h e  b a c t e r i a ,  w h i c h  a l l o w s  t h e  
o r g a n i s m  t o  r e s i s t  d i g e s t i o n  b y  c e l l u l a r  e n z y m e s  a n d  s o  p e r s i s t  a s  a  f a c u l t a t i v e  
i n t r a c e l l u l a r  p a r a s i t e .  T h e  s e c o n d  f a c t o r  i s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n  e x o t o x i n ,  w h c h  h a s  
p r o v e d  t o  b e  h i g h l y  t o x i c  i n  v i v o  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  l o w e r e d  p H  o r  a  p a r t i a l  
h a e m o l y s i n ,  c a u s i n g  d e g r a d a t i o n  o f  r e d  c e l l  m e m b r a n e s  b y  t h e  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  
s y s t e m  ( H s u  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  
B o t h  c e l l - m e d i a t e d  a n d  h u m o r a l  i m m u n i t y  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  p r o t e c t i o n  o f  
a n  a n i m a l  a g a i n s t  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n f e c t i o n  ( L a n  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  
t h e  p r i m a r y  i n f i l t r a t i n g  c e l l s  i n  a b s c e s s  w a l l s  w e r e  m a c r o p h a g e s  e x p r e s s i n g  h i g h  
l e v e l s  o f  m a j o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  c o m p l e x  ( M H C )  c l a s s  I1 m o l e c u l e s  ( E l l i s ,  1 9 8 8 ) .  
L a n  e t  a l .  ( 1 9 9 9 )  d e t e c t e d  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r  a l p h a  ( T N P  
a )  a n d  i n t e r f e r o n  g a m m a  ( I F N - y )  i n  i m m u n i s e d  m i c e  w i t h  a  s e c o n d a r y  i n f e c t i o n  o f  C .  
p s e u d o t u b e r c u l o s i s ,  c o m p a r e d  t o  l e v e l s  d u r i n g  p r i m a r y  i n f e c t i o n .  W h e n  a d m i n i s t e r e d  
w i t h  a n t i - T N F - a  a n d  a n t i - I F N - y  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s ,  b a c t e r i a l  p r o l i f e r a t i o n  i n  t h e  
i m m u n e  m o u s e  m o d e l  i n c r e a s e d ,  s u g g e s t i n g  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e s e  c y t o k i n e s  i n  t h e  
h o s t  r e s i s t a n c e  t o  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s .  H o w e v e r ,  t h e  w a y  i n  w h i c h  T N F - a  a n d  a n t i -  
I F N - y  i n d u c e  e n h a n c e d  r e s i s t a n c e  d u r i n g  s e c o n d a r y  i n f e c t i o n  i s  u n k n o w n .  B o t h  C D 4  
a n d  C D 8  T  c e l l s  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  a  v i t a l  r o l e  i n  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  
p r o t e c t i v e  i m m u n i t y  a g a i n s t  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n f e c t i o n .  L a n  e t  a l .  ( 1 9 9 8 )  f o u n d  
t h a t  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a n t i - C D 4  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  c a u s e d  i n c r e a s e d  m o r t a l i t y ,  
s u p p r e s s i o n  o f  b a c t e r i a l  e l i m i n a t i o n  a n d  a  r e d u c t i o n  i n  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  i n  m i c e ,  
s u g g e s t i n g  C D 4  c e l l s  a r e  i n v o l v e d  i n  a c q u i r e d  r e s i s t a n c e  t o  s e c o n d a r y  C .  
p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n f e c t i o n .  I m m u n i s a t i o n  o f  m i c e  w i t h  a n t i - C D 8  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d i e s  w a s  n o t  s h o w n  t o  e n h a n c e  m o r t a l i t y  a n d  p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a  a n d  
i n t e r l e u k i n - 4  ( I L - 4 )  w a s  u n d e t e c t e d ,  s u g g e s t i n g  t h a t  T h l  c e l l s  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  
i n  t h e  h o s t  i m m u n e  r e s p o n s e  a g a i n s t  s e c o n d a r y  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n f e c t i o n  ( L a n  
e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  
3 . 1 . 3  P h o s p h o l i p a s e  D  
T h e  m o s t  s i g n i f i c a n t  c o m p o n e n t  o f  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n  r e l a t i o n  t o  d i s e a s e  i s  i t s  
e x o t o x i n ,  a  p h o s p h o l i p a s e  D  ( P L D ) .  S t r u c t u r a l l y  P L D  i s  a  g l y c o p r o t e i n  w i t h  a n  a m i n o  
a c i d  c o m p o s i t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  c o l l a g e n  ( B r o w n  a n d  O l a n d e r ,  1 9 8 7 ) ,  a  m o l e c u l a r  
w e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 1  t o  3 5 k D a  ( E l l i s  e t  a l . ,  1 9 9 1 ;  H o d g s o n  e t  a l . ,  1 9 9 0 ;  H s u  e t  
a l . ,  1 9 8 5 ;  M e n z i e s  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  M e n z i e s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  M u c k l e  e t  a l . ,  1 9 9 2 ;  S o n g e r  e t  
a l . ,  1 9 9 0 ; )  a n d  a n  i s o e l e c t r i c  p o i n t  ( P I )  o f  9 . 2  t o  9 . 6  ( H s u  e t  a l . ,  1 9 8 5 ;  H o d g s o n  e t  a l . ,  
1 9 9 0 ) .  I t  c a n  b e  f o u n d  i n  t h e  c y t o p l a s m  a n d  i n  s m a l l e r  a m o u n t s  i n  t h e  c e l l  w a l l .  
C o r y n e b a c t e r i u m  u l c e r a n s  i s  t h e  o n l y  o t h e r  m e m b e r  o f  t h e  C o r y n e b a c t e r i u r n  g e n u s  
t h a t  a l s o  f e a t u r e s  p h o s p h o l i p a s e  D  ( B a r k s d a l e  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  a l t h o u g h  t h e  m o l e c u l e  i s  
k n o w n  t o  b e  v e r y  s i m i l a r  t o  t h e  t o x i c  e n z y m e  f o u n d  i n  t h e  b r o w n  r e c l u s e  s p i d e r ,  
L o x o s c e l e s  r e c l u s a  ( B e r n h e i m e r  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  
V a r i o u s  a n t i g e n i c  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  C o r y n e b a c t e n ' z l m  
p s e u d o t u b e r c u l o s i s  a l l  o f  w h i c h  h a v e  e l i c i t e d  a n  i m m u n e  r e s p o n s e  i n  t e s t  a n i m a l s  
( E l l i s  e t  a l . ,  1 9 9 1 ) .  H o w e v e r ,  t h r e e  v a r i o u s  a n t i g e n i c  p r o t e i n s  ( a t  3 1 . 5 ,  6 8  a n d  
1 2 0 k D a ) ,  o n e  o f  w h i c h  w a s  P L D ,  w e r e  c o n s i s t e n t l y  d e t e c t e d  i n  s e r a  f r o m  i n f e c t e d  
a n i m a l s  ( M u c k l e  e t  a l . ,  1 9 9 2 ) ,  s u g g e s t i n g  t h e s e  i m m u n o d o m i n a n t  a n t i g e n s  m a y  b e  
p o t e n t i a l l y  u s e f u l  i n  v a c c i n e  o r  d i a g n o s t i c  d e v e l o p m e n t .  A l t h o u g h  t h e  e x a c t  r o l e  o f  
t h e  P L D  t o x i n  i n  d i s e a s e  o r  i m m u n i t y  h a s  n o t  b e e n  v e r y  w e l l  d e f i n e d  t o  d a t e ,  s t u d i e s  
h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  e x o t o x i n  c a u s e s  i n c r e a s e d  v a s c u l a r  p e r m e a b i l i t y  a n d ,  t h u s ,  i s  
t h o u g h t  t o  p l a y  a  v i t a l  r o l e  i n  t h e  s p r e a d  o f  t h e  b a c t e r i u m  f r o m  t h e  s i t e  o f  i n f e c t i o n  t o  
r e g i o n a l  l y m p h  n o d e s  ( P i o n t k o w s k i  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  S o n g e r ,  1 9 9 7 ) .  I t  h a s  a l s o  b e e n  
s h o w n  t h a t  a n t i b o d i e s  t o  t h e  e x o t o x i n  m a y  l i m i t  d i s s e m i n a t i o n  i n  t h e  i n f e c t e d  h o s t  
( B r o w n  a n d  O l a n d e r ,  1 9 8 7 ) .  
3 . 1 . 4  T r a n s m i s s i o n  o f  C L A  
C L A  i s  m o s t  c o m m o n l y  i n t r o d u c e d  i n t o  a  h e r d  v i a  a n  a s y m p t o m a t i c  c a r r i e r  a n i m a l  
o r i g i n a t i n g  f r o m  a n  i n f e c t e d  h e r d  ( A y e r s ,  1 9 7 7 ;  H o l s t a d ,  1 9 8 6 ) .  C .  
p s e u d o t u b e r c u l o s i s  c a n  s u r v i v e  f o r  p r o l o n g e d  p e r i o d s  i n  s o i l  c o n t a m i n a t e d  b y  p u s  
( K n i g h t ,  1 9 6 9 ) ,  m a k i n g  i t  a  d i f f i c u l t  o r g a n i s m  t o  c o n t r o l .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  
e x p e r i m e n t a l l y  t h a t  t h e  b a c t e r i u m  c a n  s u r v i v e  f o r  a t  l e a s t  2 4  h o u r s  i n  p r e p a r e d  
c o m m e r c i a l  s h e e p  d i p s  w i t h o u t  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  v i a b i l i t y  ( N a i r n  a n d  
R o b e r t s o n ,  1 9 7 4 )  a n d  f o r  u p  t o  e i g h t  m o n t h s  i n  s o i l  s a m p l e s  i n o c u l a t e d  w i t h  p u s  
( A u g u s t i n e  a n d  R e n s h a w ,  1 9 8 2 ) .  I t  i s  w i d e l y  b e l i e v e d  t h a t  i n f e c t i o n  i s  c a u s e d  l a r g e l y  
t h r o u g h  w o u n d s  i n  t h e  s k i n  o r  t h e  m u c o u s  m e m b r a n e  a n d  i t  h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  t h a t  
l e s i o n s  t y p i c a l  o f  C L A  c a n  b e  i n d u c e d  a f t e r  a p p l i c a t i o n  o f  c u l t u r e s  a n d  p u s  t o  i n t a c t  
s k i n  ( N a i r n  a n d  R o b e r t s o n ,  1 9 7 4 ;  B a t e y ,  1 9 8 6 ) .  I n  s h e e p  a n d  g o a t s  w i t h  t h e  i n t e r n a l  
f o r m  o f  C L A ,  a  h i g h  p r e v a l e n c e  o f  t h o r a c i c  l e s i o n s  i n d i c a t e d  a  p o s s i b l e  r o l e  f o r  
a i r b o r n e  t r a n s m i s s i o n  ( B r o w n  a n d  O l a n d e r ,  1 9 8 7 ) .  C o n t a m i n a t i o n  o f  s h e a r i n g  w o u n d s  
i s  b e l i e v e d  t o  b e  o f  p r i m e  i m p o r t a n c e  i n  t h e  t r a n s m i s s i o n  o f  C L A  ( A l - R a w a s h d e h ,  
2 0 0 0 ) ,  
r e i n f o r c i n g  t h e  n e e d  f o r  r o u t i n e  d i s i n f e c t i o n  o f  s h e a r i n g  e q u i p m e n t .  I n  
A u s t r a l i a ,  i n f e c t i o n  i s  t h o u g h t  t o  b e  t r a n s m i t t e d  i n  s h e e p  t h r o u g h  c o n t a m i n a t e d  d i p s  
( P a t o n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  H o w e v e r ,  i n  t h e  U K  a n d  S a u d i  A r a b i a ,  t r a n s m i s s i o n  i s  t h o u g h t  t o  
b e  t h r o u g h  h e a d  o r  n e c k  l e s i o n s ,  a s  a  r e s u l t  o f  c l o s e  c o n t a c t  a t  s h a r e d  t r o u g h s  ( B i n n s  
e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
3 . 1 . 5  E c o n o m i c  I m p o r t a n c e  
C L A  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  o n e  o f  t h e  m o s t  e c o n o m i c a l l y  i m p o r t a n t  d i s e a s e s  o f  s h e e p  
a n d  g o a t s  i n  t h e  U . S . ,  C a n a d a  a n d  A u s t r a l i a ,  c a u s i n g  a n  a n n u a l  l o s s  o f  $ 1 7  m i l l i o n  i n  
w o o l  p r o d u c t i o n  a l o n e  i n  A u s t r a l i a  a n d  b e i n g  t h e  n u m b e r  o n e  c a u s e  f o r  c o n d e m n a t i o n  
o f  c a r c a s s e s  ( P a t o n  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  S i g n i f i c a n t  l o s s e s  c a n  o c c u r  w h e n  t h e  i n t e r n a l  l e s i o n s  
g o  u n d e t e c t e d  c a u s i n g  d e c r e a s e d  m i l k  a n d  w o o l  p r o d u c t i o n  a n d  r e p r o d u c t i v e  
p e r f o r m a n c e  ( S t o o p s  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  O t h e r  l o s s e s  m a y  r e s u l t  f r o m  t h e  d i s r u p t i o n  o f  
s h e a r i n g  t i m e  t o  t r e a t  a  r u p t u r e d  l e s i o n  o r  d i s i n f e c t  s h e a r i n g  e q u i p m e n t .  
3 . 1 . 6  P r e v a l e n c e  
T h e  d i s e a s e  i s  e n d e m i c  i n  m a n y  c o u n t i e s  w o r l d w i d e ,  b e i n g  m o s t  p r e v a l e n t  i n  n a t i o n s  
w h e r e  i n t e n s i v e  h u s b a n d r y  i s  p r a c t i c e d .  I t  i s  a l s o  e m e r g i n g  i n  E u r o p e a n  c o u n t r i e s  
p r e v i o u s l y  ' C L A - f r e e '  a s  b o r d e r  c o n t r o l s  b e c o m e  l e s s  s t r i n g e n t  a n d  t h e  m o v e m e n t  o f  
a n i m a l s  b e c o m e s  l e s s  r e s t r i c t e d .  H o w e v e r ,  t h e  a c t u a l  p r e v a l e n c e  o f  t h e  d i s e a s e  i s  
t h o u g h t  t o  b e  u n d e r e s t i m a t e d ;  p r i m a r i l y  b e c a u s e  t h e  d i s e a s e  i s  o f t e n  s u b c l i n i c a l  i n  
n a t u r e ,  i t  c a n  g o  u n n o t i c e d  a n d  s e c o n d l y ,  C L A  i s  n o t  a  n o t i f i a b l e  d i s e a s e  i n  m a n y  
c o u n t r i e s  a n d  t h e r e f o r e ,  w i l l  g o  u n r e p o r t e d .  F i n a l l y ,  m a n y  a n i m a l  o w n e r s  a r e  u n a w a r e  
o f  t h e  e c o n o m i c  i m p a c t  o f  t h e  d i s e a s e  a n d  a r e  u n l i k e l y  t o  c o n s u l t  a  v e t e r i n a r y  
p r a c t i t i o n e r  f o r  s u p e r f i c i a l  a b s c e s s e s .  
I n  1 9 5 2  i t  w a s  r e c o r d e d  t h a t  C L A  w a s  t h e  t h i r d  m o s t  i m p o r t a n t  d i s e a s e  o f  s h e e p  i n  t h e  
U . S . ,  a f t e r  e m a c i a t i o n  a n d  p l e u r i t i s  ( M a d d y ,  1 9 5 3 ) .  S t o o p s  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  f o u n d  a  
p r e v a l e n c e  r a t e  o f  4 2 . 4 %  i n  s h e e p  i n  f i v e  r e g i o n s  o f  w e s t e r n  U . S .  I n  A u s t r a l i a ,  i t  i s  t h e  
m o s t  p r e v a l e n t  d i s e a s e  o f  s h e e p  a n d  i s  r e g a r d e d  a s  t h e  l e a d i n g  c a u s e  o f  l o s s  o f  i n c o m e  
t o  t h e  s h e e p  i n d u s t r y  ( B r o w n  a n d  O l a n d e r ,  1 9 8 7 ) .  I n  E u r o p e  t h e  d i s e a s e  h a s  b e e n  
r e p o r t e d  i n  F r a n c e ,  S p a i n ,  I t a l y ,  N o r w a y ,  S w i t z e r l a n d ,  R o m a n i a ,  G e r m a n y ,  t h e  
N e t h e r l a n d s  a n d  t h e  U n i t e d  K i n g d o m  ( S c h r e u d e r  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  A l t h o u g h  t h e  e x a c t  
f i g u r e s  f o r  t h e  p r e v a l e n c e  o f  C L A  i n  t h e  N e t h e r l a n d s  a r e  u n k n o w n ,  i t  w a s  e s t i m a t e d  
t h a t  a p p r o x i m a t e l y  5 %  o f  g o a t  h e r d s  a r e  a f f e c t e d  b y  t h e  d i s e a s e  ( D e r c k s e n  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ) .  C L A  w a s  f i r s t  r e p o r t e d  i n  g o a t s  i n  t h e  U K  i n  1 9 9 0 ,  w h i c h  w a s  t r a c e d  b a c k  t o  
i n f e c t e d  B o e r  g o a t s  f r o m  G e r m a n y  i m p o r t e d  i n t o  t h e  U K  i n  1 9 8 6  ( L l o y d  e t  a l . ,  1 9 9 0 ;  
( L l o y d  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  I t  w a s  l a t e r  d i a g n o s e d  i n  s h e e p  i n  1 9 9 1  ( R o b i n s ,  1 9 9 1 ) .  S i n c e  t h a t  
t i m e ,  v a r i o u s  s t u d i e s  h a v e  r e v e a l e d  h o w  q u i c k l y  t h e  d i s e a s e  c a n  s p r e a d  t h r o u g h o u t  
f l o c k s  i n  a  s h o r t  s p a c e  o f  t i m e .  A s  t h e  r e s u l t  o f  a  p o s t a l  s u r v e y  o f  o v i n e  C L A  c a r r i e d  
o u t  i n  t h e  U K ,  B i n n s  e t  a Z .  ( 2 0 0 2 )  r e p o r t e d  t h a t  b e t w e e n  1 9 9 0  a n d  1 9 9 9 ,  4 5 %  o f  
f a r m e r s  t h a t  r e s p o n d e d  h a d  s e e n  a b s c e s s e s  i n  t h e i r  f l o c k s .  O f  t h e s e  f a r m e r s ,  o n l y  1 4 %  
h a d  s e n t  s a m p l e s  t o  a  l a b o r a t o r y  a n d  o f  t h e s e  7 5 %  w e r e  c o n f i r m e d  a s  C L A .  H o w e v e r ,  
o n l y  a  s m a l l  p r o p o r t i o n  o f  f a r m e r ' s  q u e s t i o n n a i r e s  w e r e  r e t u r n e d ,  s u g g e s t i n g  t h a t  
t h e r e  m a y  b e  a  r e l u c t a n c e  t o  r e s p o n d  t o  a  q u e s t i o n n a i r e  a b o u t  t h e  d i s e a s e .  C L A  w a s  
f i r s t  r e c o r d e d  i n  N o r t h e r n  I r e l a n d  i n  1 9 9 9 ,  w h e r e  t h e  s o u r c e  o f  i n f e c t i o n  w a s  t r a c e d  
b a c k  t o  i m p o r t e d  S c o t t i s h  s h e e p  ( M a l o n e  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  O ' D o h e r t y  e t  a l .  ( 2 0 0 0 )  
i s o l a t e d  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  f r o m  s u p e r f i c i a l  a b s c e s s e s  o f  a  t w o - y e a r  o l d  S u f f o l k  
e w e  t h a t  h a d  b e e n  i m p o r t e d  i n t o  t h e  R e p u b l i c  o f  I r e l a n d  f r o m  E n g l a n d .  T h i s  w a s  t h e  
f i r s t  r e p o r t e d  c a s e  i n  t h e  R e p u b l i c  o f  I r e l a n d  t h a t  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  h a d  b e e n  
i s o l a t e d  f r o m  a n  a b s c e s s .  S i n c e  t h e n  t h e r e  h a v e  b e e n  a  n u m b e r  o f  c a s e s  o f  t h e  d i s e a s e  
r e p o r t e d  b u t  i t  i s  p o s s i b l e ,  d u e  t o  i t s  i n s i d i o u s  n a t u r e ,  t h a t  m a n y  o t h e r  c a s e s  h a v e  g o n e  
u n d e t e c t e d .  
3 . 1 . 7  D i a g n o s i s  o f  C L A  
T h e  d i a g n o s i s  o f  t h e  C L A  i s  p r o b l e m a t i c  d u e  t o  t h e  i n s i d i o u s  a n d  s u b c l i n i c a l  n a t u r e  o f  
d i s e a s e .  D i a g n o s i s  o f  c l i n i c a l l y  u n a p p a r e n t  i n f e c t i o n s  w o u l d  a l l o w  a n  a p p r o p r i a t e  
c u l l i n g  p r o t o c o l  t o  b e  e s t a b l i s h e d  a n d  w o u l d  c u r b  t r a n s m i s s i o n  o f  t h e  d i s e a s e  i n t o  a  
c l e a n  f l o c k  ( B r o w n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  
A  v a r i e t y  o f  d i a g n o s t i c  t e s t s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e :  a n  a n t i - b e t a -  
h a e m o l y s i n  t e s t  ( Z a k i ,  1 9 6 8 ) ;  a  s y n e r g i s t i c  h a e m o l y s i s  t e s t  ( K n i g h t ,  1 9 7 8 ;  B u r r e l l ,  
1 9 8 0 ' ;  B r o w n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) ;  a n  i m m u n o d i f f u s i o n  t e s t  ( B u r r e l l ,  1 9 8 0 ' ) ;  a  c o m p l e m e n t  
f i x a t i o n  a s s a y  ( S h i g i d i ,  1 9 7 9 ) ;  a n  i n d i r e c t  h a e m a g g l u t i n a t i o n  t e s t  ( S h i g i d i ,  1 9 7 9 ) ;  a  
m i c r o a g g l u t i n a t i o n  a s s a y  ( M e n z i e s  a n d  M u c k l e ,  1 9 8 9 ) ;  a n d  d i a g n o s i s  u s i n g  
p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R )  ( C e t i n k a y a  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  T h e  a n t i - b e t a - h a e m o l y s i s  
( A H 1  o r  B H I )  t e s t  e x p l o i t e d  t h e  f a c t  t h a t  t h e  P L D  e x o t o x i n  o f  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  
i n h i b i t s  r e d  b l o o d  c e l l  l y s i s  b y  s t a p h y l o c o c c a l  p - l y s i n  ( Z a k i ,  1 9 6 8 ) .  T e s t  s e r u m  w a s  
i n c u b a t e d  w i t h  e x o t o x i n  a n d  b o v i n e  e r y t h r o c y t e s  a n d  t h e  s t a p h y l o c o c c a l  h a e m o l y s i n  
w a s  a d d e d .  T h e  p r e s e n c e  o f  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  t h e  e x o t o x i n  p r e v e n t  i t  f r o m  o c c u p y i n g  
t h e  r e c e p t o r  a n d  t h e  b e t a - l y s i n  c a n  e x e r t  i t s  h a e m o l y t i c  e f f e c t .  S h i g i d i  ( 1 9 7 9 )  
c o m p a r e d  f i v e  o f  t h e s e  s e r o l o g i c a l  t e s t s  f o r  t h e i r  c a p a c i t y  t o  d i a g n o s e  e x p e r i m e n t a l l y  
i n d u c e d  C L A  i n  s h e e p .  T h e  t u b e  a g g l u t i n a t i o n ,  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n ,  g e l - d i f f u s i o n ,  
a n t i - h a e m o l y s i n  a n d  t h e  i n d i r e c t  h a e m a g g l u t i n a t i o n  t e s t s  w e r e  a l l  e x a m i n e d .  A  g r o u p  
o f  t e s t  a n i m a l s ,  c o m p r i s i n g  o f  1 2  s h e e p ,  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  a  b r o t h  s e r u m  c u l t u r e  o f  
C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s .  N o  s i n g l e  t e s t  c o r r e c t l y  i d e n t i f i e d  a l l  i n f e c t e d  s h e e p ,  h o w e v e r ,  
t h e  i n d i r e c t  h a e m a g g l u t i n a t i o n  t e s t  w a s  d e t e r m i n e d  t o  b e  t h e  m o s t  r e l i a b l e .  T h e  g e l -  
d i f f u s i o n  t e s t  g a v e  a  n u m b e r  o f  f a l s e - p o s i t i v e s  a n d  t h e  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  d i d  
n o t  i d e n t i f y  i n o c u l a t e d  a n i m a l s .  M e n z i e s  a n d  M u c k l e  ( 1 9 8 9 )  d e v e l o p e d  a  
m i c r o a g g l u t i n a t i o n  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  C L A ,  w h i c h  w a s  r e p o r t e d  a s  r a p i d  a n d  
e a s y  t o  u s e .  H o w e v e r ,  t h e  r e s u l t s  s h o w e d  a  l a c k  o f  s p e c i f i c i t y .  T h i s  w a s  e x p l a i n e d  b y  
p o s s i b l e  c r o s s - r e a c t i o n s  w i t h  r e l a t e d  b a c t e r i a  s u c h  a s  M y c o b a c t e r i u m  
p a r a t u b e r c u l o s i s .  P C R  w a s  r e c e n t l y  o u t l i n e d  a s  a  t o o l  t h a t  w o u l d  a i d  i n  d i a g n o s i s  o f  
C L A  ( C e t i n k a y a  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  O n e  o f  t h e  f a c t o r s  r e s p o n s i b l e  f o r  m a n y  o f  t h e  f a l s e -  
n e g a t i v e  a n d  f a l s e - p o s i t i v e  r e s u l t s  i n  s e r o l o g i c a l  t e s t s  i s  t h e  a n t i g e n i c  s i m i l a r i t i e s  
b e t w e e n  t h e  s p e c i e s  w i t h i n  t h e  C o r y n e b a c t e r i u m  g e n u s .  P C R  a n a l y s i s  w o u l d  
o v e r c o m e  t h i s  p r o b l e m  b y  a l l o w i n g  t h e  d e f i n i t e  i d e n t i t y  o f  t h e  o r g a n i s m  c a u s i n g  
i n f e c t i o n .  
H o w e v e r ,  a l t h o u g h  u s e f u l ,  t h e  t e s t s  d i s c u s s e d  c a n  b e  l a b o r i o u s  a n d  t i m e - c o n s u m i n g ,  
a n d  a r e  u n s u i t a b l e  f o r  t e s t i n g  l a r g e  n u m b e r s  o f  s e r u m  s a m p l e s  a t  o n e  t i m e .  T o  
o v e r c o m e  t h e s e  p r o b l e m s ,  a  n u m b e r  o f  e n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y s  
( E L I S A )  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  t o  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  
( M a k i  e t  a l . ,  1 9 8 5 ;  S u t h e r l a n d  e t  a l . ,  1 9 8 7 ;  t e r  L a a k  e t  a l . ,  1 9 9 2 ;  M e n z i e s  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  
D e r c k s e n  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  K a b a  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  E L I S A s  d e t e c t  h u m o r a l  i m m u n i t y  i n  C L A ,  
a s  w i t h  t h e  o t h e r  s e r o l o g i c a l  t e s t s  d i s c u s s e d .  T h i s  t y p e  o f  m e t h o d  s u f f e r s  f r o m  o n e  
m a j o r  d i s a d v a n t a g e ,  w h i c h  i s  t h a t  a n t i b o d i e s  t o  t h e  t o x i n  o f  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  
h a v e  o n l y  b e e n  d e t e c t e d  i n  s h e e p  3 0  t o  6 0  d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n  ( M a k i  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  
H o w e v e r ,  a l t h o u g h  i t  m a y  n o t  b e  a b l e  t o  d e t e c t  e a r l y  i n f e c t i o n ,  E L I S A s  a r e  r a p i d ,  
c h e a p  a n d  s t a n d a r d i s a t i o n  i s  r e l a t i v e l y  s t r a i g h t f o r w a r d .  A  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  f o r m s  
o f  a n t i g e n  h a v e  b e e n  u t i l i z e d  i n  i r n m u n o a s s a y s .  M a k i  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  u s e d  t h e  e x o t o x i n  
a n d  o t h e r  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  a n t i g e n s  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  E L I S A s  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  C L A  i n  s h e e p .  T h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i - t o x i n  a n t i b o d i e s  p r o v e d  t o  b e  a  m o r e  
s e n s i t i v e  m e a s u r e  o f  i n f e c t i o n  t h a n  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  c e l l  w a l l  
c o m p o n e n t s .  K a b a  e t  a l .  ( 2 0 0 1 )  e m p l o y e d  b a c t e r i a l  w h o l e  c e l l  e x t r a c t  a s  t h e  a n t i g e n  
i n  a n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  C L A  i n  1 4 2  g o a t s .  S p e c i f i c a l l y  b o u n d  s e r a  a n t i b o d i e s  
w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  a  b i o t i n y l a t e d  p o l y c l o n a l  a n t i - g o a t  I g G  a n d  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  
( O D )  m o n i t o r e d  f o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  a  s t r e p t a v i d i n  p e r o x i d a s e  c o n j u g a t e  a n d  t h e  
s u b s t r a t e  A B T S  ( 2 , 2 ' - a z i n o - d i  [ 3 - e t h y l b e n z t h i a z o l i n e - 6 - s u l f o n i c  a c i d ] ) .  T h e  E L I S A  
w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  d i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  o f  8 5 %  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  9 6 % .  
A  d o u b l e - a n t i b o d y  s a n d w i c h  E L I S A  w a s  d e v e l o p e d  b y  t e r  L a a k  e t  a l .  ( 1 9 9 2 )  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  a g a i n s t  t h e  e x o t o x i n  o f  C .  p s e u d o t i ~ b e r c u l o s i s  a n d  w a s  
s u b s e q u e n t l y  u s e d  a s  p a r t  o f  a  s u c c e s s f u l  n a t i o n w i d e  e r a d i c a t i o n  p r o g r a m  o f  C L A  
f r o m  g o a t s  i n  t h e  N e t h e r l a n d s  ( S c h r e u d e r  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  D e r c k s e n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  T h e  
a s s a y  e m p l o y e d  r a b b i t  a n t i - c r u d e  e x o t o x i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  a s  t h e  c a p t u r e  a g e n t  
t o  i m m o b i l i z e  c r u d e  e x o t o x i n ,  d e r i v e d  f r o m  w h o l e  c e l l s .  S e r u m  s a m p l e s  w e r e  t h e n  
a d d e d  t o  t h e  p l a t e ,  f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i - g o a t  o r  a n t i - s h e e p  
h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  ( H R P ) - l a b e l l e d  a n t i b o d i e s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  b o u n d  s p e c i f i c  
a n t i b o d i e s .  O D  v a l u e s  w e r e  r e c o r d e d  a t  4 5 0 n m  f o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  t h e  s u b s t r a t e  5 -  
a m i n o s a l i c y c l i c  a c i d .  A l t h o u g h  t h e  t e s t  r e c o r d e d  a  s p e c i f i c i t y  o f  9 9 . 9 %  a n d  s e n s i t i v i t y  
o f  l o o % ,  t h e r e  w e r e  a  n u m b e r  o f  i n c o n c l u s i v e  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  C L A - p o s i t i v e  
f l o c k s .  
D e r c k s e n  e t  a l .  ( 2 0 0 0 )  c o m p a r e d  t h e  i n d i r e c t  d o u b l e  a n t i b o d y  s a n d w i c h  E L I S A  
( d e n o t e d  E L I S A  A ) ,  p r e v i o u s l y  d e v e l o p e d  b y  t e r  L a a k  e t  a l .  ( 1 9 9 2 ) ,  t o  a  m o d i f i e d  
v e r s i o n  o f  t h e  a s s a y  ( d e n o t e d  E L I S A  B ) .  M o d i f i c a t i o n s  i n c l u d e d  i n c u b a t i o n  t i m e s  a n d  
t e m p e r a t u r e s ,  d i l u e n t  p r e p a r a t i o n ,  t h e  u s e  o f  a  m o n o c l o n a l  a n t i - b o v i n e  I g G l  H R P -  
l a b e l l e d  a n t i b o d y  i n  p l a c e  o f  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i - g o a t  H R P - l a b e l l e d  a n t i b o d y  a n d ,  
f i n a l l y ,  t h e  u s e  o f  3 , 3 ' , 5 , 5 ' - t e t r a - m e t h y l b e n z i d i n e  ( T M B )  c h r o m o g e n  i n s t e a d  o f  5 -  
a r n i n o s a l i c y c l i c  a c i d .  A l l  o f  t h e s e  a m e n d m e n t s  w e r e  m a d e  i n  a n  a t t e m p t  t o  r e d u c e  t h e  
n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  p r e v i o u s l y  o b s e r v e d  u s i n g  t h e  m e t h o d  d e v e l o p e d  b y  t e r  L a a k  
e t  a l .  ( 1 9 9 2 ) .  E L I S A  A  a n d  B  w e r e  a l s o  c o m p a r e d  t o  m o d i f i e d  E L I S A s  C  a n d  D ,  
p r e v i o u s l y  d e v e l o p e d  i n  A u s t r a l i a  a n d  d e s c r i b e d  b y  S u t h e r l a n d  e t  a l .  ( 1 9 8 7 ) .  T h e s e  
i n d i r e c t  E L I S A s  i n c o r p o r a t e d  e i t h e r  a  c e l l  w a l l  p r e p a r a t i o n  ( E L I S A  C )  o r  c r u d e  
e x o t o x i n  p r e p a r a t i o n  ( E L I S A  D )  a s  t h e  c o a t i n g  a n t i g e n .  S p e c i f i c a l l y  b o u n d  a n t i b o d i e s  
f r o m  s e r a  w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  a n  a n t i - s h e e p  H R P - l a b e l l e d  s e r u m ,  f o l l o w i n g  t h e  
a d d i t i o n  o f  T M B  s u b s t r a t e .  I n  t o t a l ,  s e r a  f r o m  1 1 8  s h e e p  a n d  1 1 4  g o a t s  t h a t  h a d  n o  
r e c o r d  o f  C L A  i n f e c t i o n ,  a n d  6 5  s h e e p  a n d  7 2  g o a t s  w i t h  c l i n i c a l  a b s c e s s e s ,  w e r e  
t e s t e d .  A l t h o u g h  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  E L I S A  A  w a s  n o t  i m p r o v e d  b y  t h e  m o d i f i c a t i o n s  
i n c l u d e d  i n  E L I S A  B ,  t h e  s e n s i t i v i t y  i n c r e a s e d  f r o m  7 2 * 5 %  t o  9 4 * 3 %  i n  g o a t s  a n d  
f r o m  5 1 r t 6  t o  7 9 5 5  i n  s h e e p .  O f  a l l  f o u r  a s s a y s ,  E L I S A  B  w a s  f o u n d  t o  b e  t h e  m o s t  
e f f i c i e n t  w i t h  t h e  h i g h e s t  s e n s i t i v i t y  ( 9 4 f 3 %  i n  g o a t s  a n d  7 9 & 5 %  i n  s h e e p )  a n d  
s p e c i f i c i t y  ( 9 8 f  1  i n  g o a t s  a n d  9 9 * 1  i n  s h e e p ) .  A l t h o u g h  t h e  u s e  o f  t o x i n - s p e c i f i c  
s e r u m  a s  t h e  c o a t i n g  a n t i g e n  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o f  r e c o g n i s i n g  s e v e r a l  a n t i g e n i c  
p r o t e i n s  o f  C .  p s e r t d o t u b e r c u l o s i s ,  i t  i s  a l s o  t h o u g h t  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  n u m b e r  
o f  f a l s e - p o s i t i v e  r e s u l t s  o b t a i n e d .  D e r c k s e n  e t  a l .  ( 2 0 0 0 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  c o u l d  b e  
d u e  t o  p o s s i b l e  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  o t h e r  b a c t e r i a  i n c l u d i n g  o t h e r  C o r y n e b a c t e r i u r n  
s p e c i e s ,  L i s t e r i a  m o n o c y t o g e n e s  o r  M y c o b a c t e r i u l n  a v i u r n  s u b s p .  p a r a t u b e r c u l o s i s .  
T h e  d o u b l e  a n t i b o d y  s a n d w i c h  E L I S A  B  m o d i f i e d  b y  D e r c k s e n  e t  a l .  ( 2 0 0 0 )  w a s  
f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d  i n  2 0 0 6  b y  M a l o n e  a n d  c o l l e a g u e s .  3 2 9  s h e e p  ( 6 3  m a l e  a n d  2 6 6  
f e m a l e )  o f  w h i c h  1 3 3  h a d  d e v e l o p e d  t y p i c a l  C L A  l e s i o n s  w e r e  t e s t e d .  H o w e v e r ,  t h e  
s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  E L I S A  w a s  f o u n d  t o  b e  8 8 %  a n d  5 5 % ,  r e s p e c t i v e l y .  
T h e s e  f i g u r e s  d i f f e r  g r e a t l y  f r o m  t h e  p r e v i o u s l y  d e t e r m i n e d  d i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  a n d  
s p e c i f i c i t y  o f  7 9 * 5 %  a n d  9 9 + 1 % ,  r e s p e c t i v e l y ,  r e p o r t e d  b y  D e r c k s e n  a n d  c o l l e a g u e s  
( 2 0 0 0 ) .  A l t h o u g h  D e r c k s e n  e t  a l .  ( 2 0 0 0 )  h a d  s u g g e s t e d  t h a t  f a l s e - p o s i t i v e  r e s u l t s  
c o u l d  b e  d u e  t o  p o s s i b l e  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  o t h e r  b a c t e r i a ,  M a l o n e  e t  a l .  ( 2 0 0 6 )  
f o u n d  n o  e v i d e n c e  o f  t h e s e  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s  i n  a n y  o f  t h e  f l o c k s  e x a m i n e d .  
T o  o v e r c o m e  t h e  p r o b l e m  o f  c r o s s - r e a c t i v i t y  a n d  f a l s e - p o s i t i v e  r e s u l t s ,  p u r i f i e d  o r  
r e c o m b i n a n t  a n t i g e n s  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  i n  a  n u m b e r  o f  s e r o l o g i c a l  a s s a y s .  M e n z i e s  
e t  a l .  ( 1 9 9 4 )  d e v i s e d  a n  i n d i r e c t  E L I S A  u t i l i s i n g  a  r e c o m b i n a n t  f o r m  o f  t h e  P L D  
a n t i g e n  ( S o n g e r  e t  a l . ,  1 9 9 0 )  t o  d e t e c t  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  i n  s e r u m  f r o m  g o a t s  i n f e c t e d  
w i t h  t h e  d i s e a s e .  C r u d e  c e l l  e x t r a c t ,  c o n t a i n i n g  o t h e r  E .  c o l i  p r o t e i n s ,  w a s  p r e - b l o c k e d  
w i t h  s e r a  f r o m  ' p a t h o g e n - f r e e '  s h e e p .  A n t i b o d i e s  b o u n d  t o  a n y  n o n - s p e c i f i c  b a c t e r i a l  
p r o t e i n s  w e r e  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  r e s u l t i n g  i n  r e d u c e d  l e v e l s  o f  E .  c o l i  p r o t e i n s  
t h a t  m i g h t  c o n t r i b u t e  t o  n o n - s p e c i f i c  r e a c t i o n s .  A  d i a g n o s t i c  s p e c i f i c i t y  o f  8 2 . 1 %  a n d  
a  s e n s i t i v i t y  o f  8 6 . 3 %  w e r e  r e p o r t e d .  A  m o d i f i e d  v e r s i o n  o f  t h i s  a s s a y  w a s  l a t e r  
i n v e s t i g a t e d  b y  M e n z i e s  e t  a l .  ( 2 0 0 4 ) .  T h e  E L I S A  e m p l o y e d  i m m o b i l i z e d  m e t a l  
a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  ( I M A C )  t o  p u r i f y  a  r e c o m b i n a n t  f o r m  o f  P L D ,  i n c o r p o r a t i n g  
a  ( H i s ) 6  t a g .  T h e  p u r i f i e d  a n t i g e n  w a s  c o a t e d  o n  i m m u n o p l a t e s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
0 . 5 p g  p e r  w e l l  a n d  u s e d  t o  d e t e c t  P L D - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  i n  s h e e p  s e r a .  B o u n d  
a n t i b o d i e s  w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  a  p o l y c l o n a l  a n t i - g o a t  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( A P ) -  
l a b e l l e d  I g G  a n d  t h e  O D  r e c o r d e d  1 0  m i n u t e s  a f t e r  a d d i t i o n  o f  p - n i t r o p h e n y l  
p h o s p h a t e  ( p N P P ) .  S i x  g o a t s  ( t h r e e  w i t h  C L A  i n f e c t i o n  a n d  t h r e e  f r e e  o f  i n f e c t i o n )  
w e r e  t e s t e d  r e p e a t e d l y  o v e r  a  o n e  y e a r  p e r i o d  a n d  t h e  a s s a y  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  
s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  8 1  a n d  9 7 % ,  r e s p e c t i v e l y .  
A s  d i s c u s s e d ,  t h e  m a j o r i t y  o f  d i a g n o s t i c  a s s a y s  m e a s u r e  t h e  h u m o r a l  r a t h e r  t h a n  c e l l -  
m e d i a t e d  r e s p o n s e  t o  C L A .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  P r e s c o t t  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 2 )  d e v e l o p e d  
a  w h o l e  b l o o d  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n  i n t e r f e r o n - g a m m a  ( I F N - 7 )  r e s p o n s e  t o  
w h o l e  c e l l  C .  p s e ~ r d o t u b e r c z i l o s i s  a n t i g e n s .  T h i s  c o u l d  b e  u s e f u l  f o r  t e s t i n g  a n i m a l s  
o n l y  r e c e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  C L A  b e c a u s e  I F N - ) I  p r o d u c t i o n  i s  p r i o r  t o  a n t i b o d y  
p r o d u c t i o n .  T h e  a s s a y  e m p l o y e d  a  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t o  
b o v i n e  I F N - y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  c e l l - m e d i a t e d  i m m u n i t y  t o  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s -  
i n f e c t e d  s h e e p .  T h e  t e s t  d e t e c t e d  e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  s h e e p  w i t h  a  s e n s i t i v i t y  o f  
9 5 . 7 %  a n d  n o n - i n f e c t e d  s h e e p  w i t h  a  s p e c i f i c i t y  o f  9 5 . 5 % .  A  m e a s u r e  o f  r e l i a b i l i t y  
w a s  r e p o r t e d  a s  o p p o s e d  t o  s e n s i t i v i t y  o r  s p e c i f i c i t y  b e c a u s e  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f r o m  
r e p e a t e d l y  i n f e c t e d  a n i m a l s  r a t h e r  t h a n  f r o m  o n e  l a r g e  g r o u p  o f  i n f e c t e d  s h e e p .  
M e n z i e s  e t  a l .  ( 2 0 0 4 )  c o m p a r e d  t h i s  a s s a y  t o  t h e  P L D  E L I S A  ( d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y ) .  
T h e  I F N - y  E L I S A  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  s e n s i t i v i t y  o f  8 9 . 2 %  a n d  a  s p e c i f i c i t y  o f  9 7 . 1 %  
w h e n  s i x  ( t h r e e  i n f e c t e d  a n d  t h r e e  n o n - i n f e c t e d )  g o a t s  w e r e  t e s t e d  r e p e a t e d l y  o v e r  a  
3 6 3  d a y  p e r i o d .  H o w e v e r ,  r e s u l t s  i m p l i e d  t h a t  t h e r e  w a s  n o  r e l a t i o n  b e t w e e n  I F N - y  
r e s p o n s e  a n d  d e g r e e  o f  i n f e c t i o n  i n  g o a t s ,  c o n t r a r y  t o  w h a t  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  f o u n d  
i n  s h e e p  ( P r e s c o t t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
3 . 1 . 8  C o n t r o l  o f  C L A  
C L A  i s  a  d i f f i c u l t  d i s e a s e  t o  c o n t r o l  w i t h i n  a  f l o c k  d u e  t o  a  n u m b e r  o f  f a c t o r s .  T h e  
s u b c l i n i c a l  n a t u r e  o f  t h e  i n f e c t i o n ,  t h e  l o n g  i n c u b a t i o n  p e r i o d  a n d  r e c u r r i n g  n a t u r e  o f  
t h e  d i s e a s e  m a k e s  i t  e x t r e m e l y  d i f f i c u l t  t o  d i s t i n g u i s h  a n i m a l s  t h a t  c a r r y  t h e  d i s e a s e  
f r o m  t h o s e  t h a t  d o  n o t .  O n c e  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  h a s  e s t a b l i s h e d  i t s e l f  w i t h i n  a  
f l o c k ,  e r a d i c a t i o n  i s  p r o b l e m a t i c ,  a s  t h e  t h i c k  w a l l s  o f  t h e  a b s c e s s e s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  
t h e  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n  a r e  v i r t u a l l y  i m p o s s i b l e  t o  p e n e t r a t e  w i t h  m e d i c a t i o n  ( M a d d y ,  
1 9 5 3 ;  B a i r d ,  1 9 9 7 ) .  
V a c c i n a t i o n  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  a s  a  p o s s i b l e  m e a n s  o f  c o n t r o l l i n g  t h e  s p r e a d  o f  t h e  
d i s e a s e  ( P a t o n  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) ,  a s  a  r e s u l t  o f  t h e s e  c h a l l e n g e s .  V a c c i n e s  h a v e  b e e n  
d e v e l o p e d  i n  t h e  p a s t  b u t  h a v e  p r o v e d  t o  b e  p r o b l e m a t i c ,  o f t e n  c a u s i n g  a b s c e s s e s  a t  
t h e  s i t e  o f  v a c c i n a t i o n  ( B r o g d e n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  M e n z i e s  e t  a l . ,  1 9 9 1 ) .  T h e  c o m p o n e n t s  
o f  t h e s e  v a c c i n e s  h a v e  i n c l u d e d  w h o l e  c e l l s  ( M e n z i e s  e t  a l . ,  1 9 9 1 ) ,  c e l l  w a l l  
c o m p o n e n t s  ( B r o g d e n  e t  a l . ,  1 9 8 4 )  a n d  i n a c t i v a t e d  w h o l e  c e l l s  a n d  d e t o x i f i e d  
e x o t o x i n  i n  t h e  s a m e  v a c c i n e  ( P i o n t o w s k i  a n d  S h i v v e r s ,  1 9 9 8 ) .  H o d g s o n  e t  a l .  ( 1 9 9 9 )  
p r o d u c e d  a  v a c c i n e  p r e p a r e d  u s i n g  a  g e n e t i c a l l y  i n a c t i v e  f o r m  o f  P L D ,  a n  i n a c t i v e  
H i s 2 0 + S e r  P L D  a n a l o g u e .  H i s 2 0  o f  t h e  p r o t e i n  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  t h e  e n z y m e  
a c t i v e  s i t e ,  w h e r e  s i t e - s p e c i f i c  a c i d  s u b s t i t u t i o n  f o r  H i s 2 0  r e m o v e d  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  
( H o d g s o n  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  B y  i n a c t i v a t i n g  t h e  p r o t e i n  b i o l o g i c a l l y  r a t h e r  t h a n  
c h e m i c a l l y ,  t h e  r e s e a r c h e r s  h o p e d  t o  r e m o v e  t h e  t o x i c  r e s i d u a l  a c t i v i t y  t h a t  c a n  b e  l e f t  
w i t h  c h e m i c a l l y  p r e p a r e d  v a c c i n e s  ( a p p r o x  1 %  o f  a c t i v e  P L D ) .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  
t h e  v a c c i n e  p r o d u c e d  l e s s  a b s c e s s  f o r m a t i o n  a t  t h e  v a c c i n a t i o n  s i t e ,  c o m p a r e d  t o  a  
c h e m i c a l l y  p r e p a r e d  v a c c i n e ,  C S L  G l a n v a c T M 6 ,  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  i n d u c e d  w a s  
p o o r .  O f  s h e e p  v a c c i n a t e d  w i t h  C S L  G l a n v a c T M 6 ,  9 5 %  w e r e  p r o t e c t e d  a g a i n s t  
i n f e c t i o n  c o m p a r e d  t o  4 4 %  o f  s h e e p  v a c c i n a t e d  w i t h  t h e  r e c o m b i n a n t  v a c c i n e .  
O n e  r e a s o n  t h a t  m a y  e x p l a i n  w h y  a  s u c c e s s f u l  v a c c i n e  h a s  n o t  y e t  b e e n  g e n e r a t e d  i s  
t h a t  t h e  p r o t e c t i v e  a n t i g e n  o f  C ,  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i s  a t t a c h e d  t o  t h e  c e l l  w a l l  o f  t h e  
b a c t e r i a .  T h e r e f o r e ,  a n y  c h e m i c a l  o r  e n z y m a t i c  p r o c e s s e s  t h a t  a l t e r  t h e  c h e m i c a l  
c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  c e l l  w a l l ,  w i l l  u l t i m a t e l y  d e s t r o y  t h e  a n t i g e n ( s )  t h a t  a r e  c a p a b l e  o f  
e v o k i n g  p r o t e c t i v e  i m m u n i t y  i n  t h e  h o s t  ( P i o n t o w s k i  a n d  S h i v v e r s ,  1 9 9 8 ) .  
V a c c i n a t i o n  i s  u s e d  i n  b o t h  A u s t r a l i a  a n d  t h e  U . S .  a s  a  m e t h o d  o f  d i s e a s e  c o n t r o l  b u t  
c o m m e r c i a l  v a c c i n e s  a r e  n o t  l i c e n s e d  i n  t h e  U K  a n d  I r e l a n d  ( M a l o n e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
H o w e v e r ,  v a c c i n a t i o n  w o u l d  n o t  e s s e n t i a l l y  e r a d i c a t e  C L A  f r o m  a  f l o c k ,  i t  w o u l d  
m e r e l y  r e d u c e  t h e  p r e v a l e n c e  a n d  s e v e r i t y  o f  t h e  d i s e a s e .  T h e  o p t i m a l  m e t h o d  o f  
c o n t r o l  o f  C L A  i s  e r a d i c a t i o n  o f  i n f e c t i o n  b y  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  r e m o v a l  o f  i n f e c t e d  
c a r r i e r  a n i m a l s  ( P r e s c o t t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  A n  e r a d i c a t i o n  p r o g r a m  t h a t  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  
t h e  N e t h e r l a n d s  s u c c e s s f u l l y  e l i m i n a t e d  C L A  f r o m  g o a t s  o v e r  a  s i x - y e a r  p e r i o d  
e m p l o y i n g  t h e  E L I S A  f o r m a t  d e v e l o p e d  b y  t e r  L a a k  e t  a l .  ( 1 9 9 2 ) .  B u i l d i n g s  a n d  
b e d d i n g  m a t e r i a l s  u s e d  t o  h o u s e  t h e  g o a t s  w e r e  d i s i n f e c t e d ,  t h e  a n i m a l s  w e r e  t e s t e d  
f o r  C L A  a n d  t h o s e  t e s t e d  p o s i t i v e  w e r e  s u b s e q u e n t l y  c u l l e d ,  r e s u l t i n g  i n  e r a d i c a t i o n  
o f  t h e  d i s e a s e  f r o m  t h e  N e t h e r l a n d s  b e t w e e n  t h e  y e a r s  o f  1 9 8 8  a n d  1 9 9 6  ( D e r c k s e n  e t  
a l . ,  1 9 9 6 ,  S c h r e u d e r  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  A  s i m i l a r  p r o g r a m  e r a d i c a t e d  C L A  f r o m  a  g o a t  
h e r d ,  c o m p r i s i n g  o f  1 0 0  a n i m a l s ,  i n  N o r w a y .  A n  E L I S A  m e t h o d  w a s  a l s o  u s e d  a s  t h e  
d i a g n o s t i c  t o o l  a n d  i n f e c t e d  i n d i v i d u a l s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  c u l l e d  ( N o r d ,  1 9 9 8 ) .  
H o w e v e r ,  s u c h  a n  e r a d i c a t i o n  p r o g r a m  m a y  n o t  b e  f i n a n c i a l l y  v i a b l e  i n  o t h e r  
c o u n t r i e s  w h e r e  h e r d s  a r e  l a r g e r  o r  m o r e  e c o n o m i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  A l s o ,  t h e  
e c o n o m i c a l  l o s s e s  d u e  t o  C L A  a r e  l a r g e l y  s e e n  i n  s h e e p  h e r d s ,  w h i c h  t o  d a t e  h a v e  n o t  
b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  a  r e c o r d e d  C L A  e r a d i c a t i o n  p r o g r a m .  T h e  s u c c e s s  o f  s u c h  a n  
e r a d i c a t i o n  p r o j e c t  w o u l d  r e l y  l a r g e l y  o n  a  r a p i d ,  e c o n o m i c a l l y  v i a b l e  d i a g n o s t i c  t e s t  
t h a t  h a s  a d e q u a t e  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  t o  d e t e c t  i n f e c t e d  a n i m a l s .  E s s e n t i a l l y ,  t o  
c o n t r o l  t h e  s p r e a d  o f  t h e  d i s e a s e ,  g o o d  h e r d  m a n a g e m e n t  a n d  a n  a w a r e n e s s  o f  t h e  
d i s e a s e  b y  h e r d  o w n e r s  a n d  v e t e r i n a r y  p r a c t i t i o n e r s  i s  v i t a l .  
3 . 1 . 9  C h a p t e r  o u t l i n e  
T h i s  c h a p t e r  f o c u s e s  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a  r e c o m b i n a n t  f o r m  o f  p h o s p h o l i p a s e  D  
( P L D )  a n d  i t s  s u b s e q u e n t  u s e  i n  a n  i n d i r e c t  E L I S A  a n d  B i a c o r e  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  ( C L A )  i n  s h e e p .  T h e  p l a s m i d  b e a r i n g  t h e  C .  
p s e u d o t u b e r c u l o s i s  P L D  g e n e  ( d e n o t e d  p J G S 9 0 ) ,  c l o n e d  b y  D r .  G l e n n  S o n g e r  o f  t h e  
D e p a r t m e n t  o f  V e t e r i n a r y  S c i e n c e  a n d  M i c r o b i o l o g y ,  U n i v e r s i t y  o f  A r i z o n a ,  T u s c o n ,  
U S A ,  w a s  k i n d l y  d o n a t e d  b y  D r .  J o h n  P r e s c o t t  o f  t h e  D e p a r t m e n t  o f  P a t h o b i o l o g y ,  
O n t a r i o  V e t e r i n a r y  C o l l e g e ,  U n i v e r s i t y  o f  G u e l p h ,  O n t a r i o ,  C a n a d a .  
T h e  p J G S 9 0  p l a s m i d  w a s  t r a n s f o r m e d  i n t o  X L - 1 0  G o l d  E .  c o l i  c e l l s  f o r  h i g h - l e v e l  
e x p r e s s i o n  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  P L D .  T h e  e x p r e s s e d  p r o t e i n  w a s  t h e n  p u r i f i e d  u s i n g  
m e t a l  c h e l a t e  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  ( I M A C )  a n d  e m p l o y e d  i n  t h e  E L I S A  a n d  
B i a c o r e - b a s e d  a s s a y s  t o  d e t e c t  a n t i b o d i e s  t o  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s ,  t h e  c a u s a t i v e  
a g e n t  o f  C L A  i n  s h e e p .  A s s a y  d e v e l o p m e n t  a n d  v a l i d a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a c c o r d i n g  
t o  J a c o b s o n  ( 1 9 9 8 )  a n d  a l l  r e a g e n t s  a n d  p r o t o c o l s  w e r e  o p t i m i s e d .  F i n a l l y ,  t h e  
p e r f o r m a n c e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  a s s a y s  w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  a  n u m b e r  o f  p o s i t i v e  
a n d  n e g a t i v e  c o n t r o l s ,  w h i c h  w e r e  a p p l i e d  t o  a  r a n g e  o f  c l i n i c a l  s a m p l e s  f r o m  I r i s h  
h e r d s .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  c o m p a r e d  t o  r e s u l t s  p r e v i o u s l y  o b t a i n e d  f o r  t h e  s a m e  p a n e l  
o f  s e r a  b y  a  d o u b l e  s a n d w i c h  E L I S A  d e v e l o p e d  i n  L e l y s t a d  ( t e r  L a a k  e t  a l . ,  1 9 9 2 ;  
D e r c k s e n  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
R e s u l t s  
3 . 2 . 1  
E x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  p h o s p h o l i p a s e  D  
T h e  P L D  g e n e  f r o m  C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  c l o n e d  
i n t o  t h e  p T r c H i s B  v e c t o r ,  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  3 . 1 ,  w h i c h  e x p r e s s e s  t h e  m a t u r e  P L D  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  f u s e d  t o  a  3 4  a m i n o  a c i d  t a g  e n c o d e d  b y  t h e  v e c t o r  ( S o n g e r  e t  
a l . ,  1 9 9 0 ;  M e n z i e s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  C l o n i n g  a n d  s u b s e q u e n t  e x p r e s s i o n  o f  a  r e c o m b i n a n t  
p r o t e i n  o f f e r s  n u m e r o u s  a d v a n t a g e s  o v e r  i s o l a t i o n  o f  n a t i v e  p r o t e i n s .  I t  e l i m i n a t e s  t h e  
n e e d  f o r  g r o w i n g  l a r g e - s c a l e  c u l t u r e s  o f  t h e  p a t h o g e n ,  p r o v i d e s  a  p o t e n t i a l l y  u n l i m i t e d  
s u p p l y  o f  a n t i g e n  a n d  a n  a f f i n i t y  t a g  c a n  b e  i n c o r p o r a t e d  e n a b l i n g  o n e - s t e p  
p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n .  
F i g u r e  3 . 1 .  M a p  o f  t h e  p T r c H i s B  v e c t o r ,  e n c o d i n g  a n  u r n p i c i l l i n  r e s i s t a n c e  g e n e .  T h e  v e c t o r  
o f f e r s  a  n u m b e r  o f  f e a t u r e s  i n c l u d i n g  h i g h - l e v e l  r e g u l a t e d  t r a n s c r i p t i o n  f r o m  t h e  t r c  
c o l t  a n d  t h e  l a c 0  
p r o n l o t e r ,  e n h a n c e d  t r a n s l a t i o n  e f l c i e n c y  o f  e u k a r y o t i c  g e n e s  i n  E .  
'  
o p e r a t o r  a n d  l a c I q  r e p r e s s o r  g e n e  f o r  t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t i o n  i n  a n y  E .  c o l i  s t r a i n .  T h e  
v e c t o r  a l s o  e n c o d e s  a n  N - t e r m i n a l  p o l y h i s t i d i n e  ( H i s ) 6  t a g  f o r  r a p i d  p u r t f i c a t i o n  w i t h  n i c k e l -  
c h e l a t i n g  r e s i n  a n d  d e t e c t i o n  w i t h  a n  a n t i - H i s  a n t i b o d y .  
T h e  p l a s m i d  b e a r i n g  t h e  P L D  g e n e  w a s  i s o l a t e d  f r o m  E .  c o l i  D H 5 a  c e l l s  a n d  
s u b s e q u e n t l y  t r a n s f o r m e d  i n t o  C a C l z - c o m p e t e n t  X L 1 0 - G o l d  E .  c o l i  c e l l s ,  a s  d e s c r i b e d  
i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 1 ,  2 . 3 . 1 . 2  a n d  2 . 3 . 1 . 3 .  T h e s e  c e l l s  a r e  f r e q u e n t l y  u s e d  f o r  h i g h  l e v e l s  
o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  a n d  h a v e  a  n u m b e r  o f  a d v a n t a g e s  o v e r  o t h e r  E .  c o l i  s t r a i n s .  
X L 1 0 - G o l d  c e l l s  a r e  d e r i v a t i v e s  o f  S t r a t a g e n e ' s  h i g h e s t - e f f i c i e n c y  c o m p e t e n t  c e l l  l i n e  
X L 2 - B l u e  M R F ' .  T h e  c e l l s  h a r b o u r  t h e  l a c I q  m u t a t i o n ,  s o  t h e r e f o r e  p r o d u c e  e n o u g h  
l a c  r e p r e s s o r  t o  e f f i c i e n t l y  r e g u l a t e  a n d  r e p r e s s  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  a n d  c o n t a i n  t h e  H t e  
p h e n o t y p e ,  w h i c h  i n c r e a s e s  t r a n s f o r m a t i o n  e f f i c i e n c y  o f  l i g a t e d  D N A  m o l e c u l e s .  
T h e y  a l s o  g r o w  f a s t e r  t h a n  X L - 2  B l u e  c e l l s ,  r e s u l t i n g  i n  l a r g e r  c o l o n i e s .  T h e  c e l l s  a r e  
e n d o n u c l e a s e  d e f i c i e n t  ( e n d A l ) ,  w h i c h  i m p r o v e s  q u a l i t y  o f  p l a s m i d  m i n i p r e p  D N A  
a n d  r e c o m b i n a t i o n  d e f i c i e n t  ( r e c A ) ,  w h i c h  e n s u r e s  i n s e r t  s t a b i l i t y .  T h e  m c r A ,  ~ n c r C B  
a n d  i n r r  m u t a t i o n s  p r e v e n t  c l e a v a g e  o f  t h e  c l o n e d  D N A  t h a t  c a r r i e s  c y t o s i n e  a n d / o r  
a d e n i n e  m e t h y l a t i o n ,  w h i c h  i s  o f t e n  p r e s e n t  i n  e u k a r y o t i c  D N A  a n d  c D N A .  T h e  h s d R  
m u t a t i o n  p r e v e n t s  t h e  c l e a v a g e  o f  t h e  c l o n e d  D N A  b y  t h e  E c o K  e n d o n u c l e a s e  s y s t e m .  
3 . 2 . 1 . 1  R e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  o n  p J G S 9 0  p l a s m i d  
P l a s m i d  D N A  w a s  l i n e a r i s e d  u s i n g  E c o R I  a n d  B a m H I  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  ( N e w  
E n g l a n d  B i o l a b s ) ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 4 ,  t o  c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  P L D  
g e n e  i n s e r t .  T h e  d i g e s t  w a s  e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a n  a g a r o s e  g e l  a n d  b a n d s  r e p r e s e n t i n g  
t h e  l i n e a r i s e d  p l a s m i d  ( - 4 . 4 k b ) ,  w i t h  t h e  P L D  g e n e  r e m o v e d  ( -  8 5 0 b p ) ,  c a n  b e  c l e a r l y  
s e e n  i n  F i g u r e  3 . 2 .  
3 . 2 . 1 . 2  I n i t i a l  s m a l l - s c a l e  e x p r e s s i o n  
F o l l o w i n g  s u c c e s s f u l  t r a n s f o r m a t i o n ,  s c r e e n i n g  f o r  p o s i t i v e  t r a n s f o r m a n t s  w a s  
p e r f o r m e d  o n  L B  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s .  I n i t i a l  s m a l l - s c a l e  
e x p r e s s i o n ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 5 ,  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  f i v e  d i f f e r e n t  c o l o n i e s  
t o  v e r i f y  p r e s e n c e  o f  t h e  P L D  p r o t e i n .  A  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  
c h o s e n  a s  e x p r e s s i o n  l e v e l s  c a n  v a r y  b e t w e e n  f r e s h l y  t r a n s f o r m e d  b a c t e r i a l  c e l l s .  I t  
c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  g e l  p i c t u r e s  i n  F i g ~ l r e  3 . 3  ( A )  a n d  ( B )  t h a t  b a n d s  a r e  e v i d e n t  a t  
a p p r o x i m a t e l y  3 5 k D a ,  w h i c h  c o r r e s p o n d s  w i t h  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  P L D  f o u n d  i n  
p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  r e s e a r c h  ( M e n z i e s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
F i g u r e  3 . 2 .  A g a r o s e  g e l  i l l u s t r a t i n g  & R l  a n d  & H I  r e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  o f  p J G S 9 0  f r o m  
o n e  o f  t h e  s e l e c t e d  t r a n s f o m a n t s .  L a n e s :  ( M )  I k b  p l u s  D N A  l a d d e r ;  ( I )  U n c u t  p J G S 9 0  
p l a s m i d ;  ( 2 )  R e s t r i c t e d  p l a s m i d  ( - 4 , 4 0 0 b p )  w i t h  t h e  P L D  g e n e  r e m o v e d  ( - 8 5 0 b p ) .  
F i g u r e  3 . 3 .  S D S - P A G E  a n a l y s i s  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  P L D  u n d e r  ( A )  n a t i v e  c o n d i t i o n s  a n d  
( B )  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s .  L a n e s :  ( M )  S i g m a  w i d e  r a n g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  
c o n s i s t i n g  o f  a p r o t i n i n  ( 6 . 5 k D a ) ,  a - l a c t a l b u m i n  ( 1 4 . 2 k D a ) ,  t r y p s i n  i n h i b i t o r  ( 2 0 k D a ) ,  
t r y p s i n o g e n  ( 2 4 k D a ) ,  c a r b o n i c  a n h y d r a s e  ( 2 9 k D a ) ,  g l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  
d e h y d r o g e n a s e  ( 3 6 k D a ) ,  O V A L B U M I N  ( 4 5 k D a ) ,  g l u t a m i c  d e h y d r o g e n a s e  ( 5 5 k D a ) ,  b o v i n e  
a l b u n z i n  ( 6 6 k D a ) ,  f r u c t o s e - 6 - p h o s p h a t e  k i n a s e  ( 8 4 k D a ) ,  p h o s p h o r y l a s e  B  ( 9 7 k D a ) ,  B -  
g a l a c t o s i d a s e  ( 1 1 6 k D a )  a n d  m y o s i n  ( 2 0 5 k D a ) ;  ( 1 - 5 )  s m a l l - s c a l e  e x p r e s s i o n  c u l t u r e s  o n  
c l o n e s  1 - 5 ,  r e s p e c t i v e l y .  A  b a n d  a t  a p p r o x .  3 5  k D a ,  w h i c h  r e p r e s e n t s  t h e  e x p r e s s e d  P L D ,  i s  
v i s i b l e  i n  l a n e s  1 - 5 .  
3 . 2 . 1 . 3  O p t i m i s a t i o n  o f  P L D  e x p r e s s i o n  c o n d i t i o n s  
I n  o r d e r  t o  a c h i e v e  h i g h  l e v e l s  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n ,  a  n u m b e r  o f  p a r a m e t e r s  w e r e  
o p t i m i s e d  i n c l u d i n g  p r o t e i n  s o l u b i l i t y ,  I P T G  c o n c e n t r a t i o n ,  s o n i c a t i o n  c o n d i t i o n s  a n d  
t h e  l e n g t h  o f  t i m e  r e q u i r e d  f o r  m a x i m u m  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  p o s t - i n d u c t i o n ,  a l l  o f  
w h i c h  a r e  d e t a i l e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n s .  
3 . 2 . 1 . 3 . 1  D e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n  s o l u b i l i t y  
T h e  h i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  i n  E .  c o l i  m a y  r e s u l t  i n  t h e  
f o r m a t i o n  o f  i n s o l u b l e  i n c l u s i o n  b o d i e s ,  c o n s i s t i n g  o f  a g g r e g a t e s  o f  t h e  e x p r e s s e d  
p r o t e i n .  T h e s e  i n s o l u b l e  i n c l u s i o n  b o d i e s  c a n  b e  e a s i l y  s o l u b i l i s e d  w i t h  d e n a t u r a n t s  
s u c h  a s  g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  o r  u r e a  o r  w i t h  a  v a r i e t y  o f  d e t e r g e n t s .  P r o t e i n  
s o l u b i l i t y  d e t e r m i n a t i o n ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 6 . 1 ,  e n a b l e s  h i g h - l e v e l  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  r e c o v e r y ,  f o l l o w i n g  o p t i m i s a t i o n  o f  t h e  b u f f e r  r e q u i r e d  f o r  
p r o t e i n  i s o l a t i o n .  
B r i e f l y ,  b a c t e r i a l  c e l l s  w e r e  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o u r  h o u r s  p o s t - i n d u c t i o n  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  e i t h e r  a  n a t i v e  b u f f e r  ( d i s t i l l e d  w a t e r )  o r  a  d e n a t u r i n g  u r e a  b u f f e r  ( 8 M  
u r e a ,  l O O m M  N a H z P 0 4 ,  l O m M  T r i s ,  p H  8 )  t o  i s o l a t e  s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  p r o t e i n ,  
r e s p e c t i v e l y .  F o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n  t h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E ,  
a s  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 4 .  I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  g e l  i n  F i g u r e  3 . 4 .  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  i s  e x p r e s s e d  a s  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  a s  s o l u b i l i s a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  
o n l y  o c c u r s  a f t e r  l y s i n g  t h e  c e l l s  w i t h  d e n a t u r i n g  b u f f e r ,  c o n t a i n i n g  8  M  u r e a .  T h i s  
r e s u l t  w a s  a l s o  c o n f i r m e d  u s i n g  a  w e b - b a s e d  b i o i n f o n n a t i c s  p r o g r a m  
( w w w . b i o t e c h . o u . e d u )  d e s i g n e d  f o r  p r o t e i n  s o l u b i l i t y  d e t e r m i n a t i o n  ( H a r r i s o n ,  2 0 0 0 ) .  
B a s e d  o n  t h e  p r o t e i n  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e ,  t h i s  p r o g r a m  u s e s  a p p r o x i m a t e  c h a r g e  
a v e r a g e  t o  d e t e r m i n e  p r o t e i n  s o l u b i l i t y .  F r o m  t h e  p r o t e i n  s e q u e n c e ,  i t  w a s  d e t e r m i n e d  
t h a t  t h e  P L D  p r o t e i n  h a s  a  6 7 . 3 %  c h a n c e  o f  i n s o l u b i l i t y  w h e n  o v e r - e x p r e s s e d  i n  E .  
c o l i  c e l l s .  
F i g u r e  3 . 4 .  P r o t e i n  s o l u b i l i t y  d e t e r m i n a t i o n .  L a n e s :  ( M )  S i g m a  w i d e  r a n g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  
m a r k e r ,  a s  b e f o r e ;  ( 1 )  i s o l a t i o n  o f  s o l u b l e  P L D  u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s ;  ( 2 )  i s o l a t i o n  o f  
i n s o l u b l e  P L D  u n d e r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s .  
3 . 2 . 1 . 3 . 2  
O p t i m i s a t i o n  o f  I P T G  c o n c e n t r a t i o n  f o r  i n d u c t i o n  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  
E x p r e s s i o n  o f  p r o t e i n  i s  i n d u c e d  u p o n  a d d i t i o n  o f  i s o p r o p y l - P - D - t h i o g a l a c t o s i d e  
( I P T G ) ,  w h i c h  b i n d s  t o  t h e  l a c  r e p r e s s o r  p r o t e i n  r e s u l t i n g  i n  i t s  i n a c t i v a t i o n .  T h i s  
a l l o w s  t h e  h o s t  s t r a i n s  R N A  p o l y m e r a s e  t o  t r a n s c r i b e  t h e  s e q u e n c e  d o w n s t r e a m  o f  t h e  
p r o m o t e r  s e q u e n c e  w i t h  t h e  r e s u l t a n t  t r a n s c r i p t  b e i n g  t r a n s l a t e d  i n t o  r e c o m b i n a n t  
p r o t e i n .  I t  i s  e x t r e m e l y  i m p o r t a n t  t o  o p t i m i s e  I P T G  c o n c e n t r a t i o n  f o r  i n d u c t i o n  o f  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  s o  t h a t  t h e  h i g h e s t  l e v e l  o f  e x p r e s s i o n  i s  a t t a i n e d  w i t h o u t  t h e  I P T G  
c o n c e n t r a t i o n  o r  l e v e l  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  b e c o m i n g  t o x i c  t o  t h e  c e l l .  A  
c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t  o f  I P T G ,  r a n g i n g  f r o m  0 . 0 1  t o  I m M ,  w a s  s e t  u p  a n d  u s e d  t o  
d e t e r m i n e  t h e  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n  r e q u i r e d  f o r  h i g h  l e v e l s  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  
( s e e  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 6 . 2 ) .  T h e  v a r y i n g  l e v e l s  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  f o l l o w i n g  i n d u c t i o n  
w i t h  d i f f e r e n t  I P T G  c o n c e n t r a t i o n s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 5 ,  u n d e r  d e n a t u r i n g  
c o n d i t i o n s .  T h e  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  I P T G  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  P L D  w a s  f o u n d  
t o  b e  0 . 0 5 m M .  
I  P L D  
F i g u r e  3 . 5 .  O p t i m i s a t i o n  o f  I P T G  c o n c e n t r a t i o n  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  P L D  e x p r e s s i o n  u n d e r  
d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s .  L a n e s :  ( M )  S i g m a  w i d e  r a n g e  m a r k e r ;  ( I )  i n d u c t i o n  o f  P L D  
e x p r e s s i o n  u s i n g  I m M  I P T G ;  ( 2 )  i n d u c t i o n  o f  P L D  e x p r e s s i o n  u s i n g  0 . 5 m M  I P T G ;  ( 3 )  
i n d u c t i o n  o f  P L D  e x p r e s s i o n  u s i n g  0 . l m M  I P T G ;  ( 4 )  i n d u c t i o n  o f  P L D  e x p r e s s i o n  u s i n g  
0 . 0 5 r n M  I P T G  ( 5 )  i n d u c t i o n  o f  P L D  e x p r e s s i o n  u s i n g  O . O l r n M  I P T G  ( 6 )  i n d u c t i o n  o f  P L D  
e x p r e s s i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  I P T G .  T h e  l e v e l s  o f  e x p r e s s e d  P L D  a r e  v e r y  l o w ,  i n d i c a t i n g  t h a t  
E .  c o l i  X L 1 0 - G o l d  c e l l s ,  h a r b o u r i n g  t h e  l a c l q  g e n e ,  p r o d u c e  s i g n i J C i c a n t  q u a n t i t i e s  o f  t h e  l a c  
r e p r e s s o r  p r o t e i n  t o  p r e v e n t  u n d e s i r e d  l e v e l s  o f  b a s a l  e x p r e s s i o n  o f  P L D .  T h e  o p t i m a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  I P T G  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  P L D  w a s  f o u n d  t o  b e  0 . 0 5 m M .  
3 . 2 . 1 . 3 . 3  
O p t i m i s a l i o n  o f  s o n i c a t i o n  c o n d i t i o n s  f o r  i s o l a t i o n  o f  P L D  
S o n i c a t i o n  i s  o f t e n  n e c e s s a r y  t o  i s o l a t e  a n  e x p r e s s e d  p r o t e i n  f r o m  w i t h i n  t h e  c e l l  
c y t o p l a s m .  I t  i n v o l v e s  p u l s i n g  c e l l s  w i t h  a  h i g h  v o l t a g e  c u r r e n t ,  w h i c h  p e r f o r a t e s  t h e  
c e l l  m e m b r a n e ,  r e l e a s i n g  t h e  c e l l  c o n t e n t s .  F o r  s u c c e s s f u l  i s o l a t i o n  o f  t h e  d e s i r e d  
p r o t e i n ,  t h e s e  c o n d i t i o n s  m u s t  a l s o  b e  o p t i m i s e d ,  a s  p r o l o n g e d  s o n i c a t i o n  m a y  h a v e  a n  
a d v e r s e  e f f e c t  o n  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n .  B r i e f l y ,  a  n u m b e r  o f  s m a l l - s c a l e  c u l t u r e s  
w e r e  s e t  u p  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 5 .  F o u r  h o u r s  p o s t - i n d u c t i o n ,  t h e  b a c t e r i a l  c e l l s  w e r e  
c e n t r i f u g e d  a n d  b a c t e r i a l  c e l l  p e l l e t s  r e s u s p e n d e d  i n  d e n a t u r i n g  u r e a  b u f f e r .  E a c h  
l y s a t e  w a s  s o n i c a t e d  f o r  v a r i o u s  t i m e s ,  r a n g i n g  f r o m  0  t o  6 0  s e c o n d s ,  c e n t r i f u g e d  t o  
r e m o v e  a l l  c e l l  d e b r i s  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 6 . 3 )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t s  a n a l y s e d  b y  S D S -  
P A G E ,  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 6 .  
H i g h  l e v e l s  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w e r e  o b s e r v e d  b u t  t h e r e  w a s  v e r y  l i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  
P L D  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w i t h  o r  w i t h o u t  s o n i c a t i o n .  T h e r e f o r e ,  f o r  l a r g e - s c a l e  
e x p r e s s i o n ,  s o n i c a t i o n  w a s  n o t  n e c e s s a r y  a n d  c e l l s  c o u l d  b e  l y s e d  b y  g e n t l e  v o r t e x i n g  
i n  u r e a - b a s e d  b u f f e r .  
F i g u r e  3 . 6 .  O p t i n t i s a t i o n  o f  s o n i c a t i o n  c o n d i t i o n s  f o r  e x p r e s s i o n  o f  P L D  u n d e r  d e n a t u r i n g  
c o n d i t i o n s .  L a n e s :  ( M )  S i g m a  w i d e  r a n g e  m a r k e r ;  ( I )  0  s e c  s o n i c a t i o n ;  ( 2 )  1 0  s e c  s o n i c a t i o n ;  
( 3 )  2 0  s e c  s o n i c a t i o n ;  ( 4 )  3 0  s e c  s o n i c a t i o n ;  ( 5 )  4 0  s e e  s o n i c a t i o n ;  ( 6 )  5 0  s e e  s o n i c a t i o n ;  ( 7 )  
6 0  s e c  s o n i c a t i o n .  
3 . 2 . 1 . 3 . 4  
T i m e - c o u r s e  a n a l y s i s  o n  P L D  e x p r e s s i o n  
F o l l o w i n g  o p t i m i s a t i o n  o f  a l l  o t h e r  p a r a m e t e r s ,  a  t i m e - c o u r s e  e x p e r i m e n t  w a s  
p e r f o r m e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 6 . 4 .  T h i s  e x p e r i m e n t  d e t e r m i n e d  t h e  l e n g t h  
o f  t i m e  n e e d e d  f o r  m a x i m u m  p r o t e i n  y i e l d  f o l l o w i n g  i n d u c t i o n  w i t h  I P T G .  B r i e f l y ,  
l m l  c u l t u r e  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  a t  h o u r l y  i n t e r v a l s  p o s t - i n d u c t i o n  f o r  u p  t o  f i v e  h o u r s  
a n d  f o l l o w i n g  o v e r n i g h t  i n d u c t i o n  ( a p p r o x .  1 8  h o u r s ) .  T h e  s a m p l e s  w e r e  t h e n  
c e n t r i f u g e d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  d e n a t u r i n g  u r e a  b u f f e r .  T h e  r e s u l t i n g  c y t o p l a s m i c  
e x t r a c t s  w e r e  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E  f o r  l e v e l s  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n ,  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  3 . 7 .  T h e  l e v e l s  o f  p r o t e i n  e x p r e s s e d  d i d  n o t  i n c r e a s e  s i g n i f i c a n t l y  a f t e r  f o u r  
h o u r s  s o  t h i s  w a s  c h o s e n  a s  t h e  o p t i m a l  i n d u c t i o n  p e r i o d  f o r  e x p r e s s i o n  o f  P L D  i n  
s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s .  
F i g u r e  3 . 7 .  T i m e - c o u r s e  a n a l y s i s  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  P L D  u n d e r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s .  
L a n e s :  ( M )  S i g m a  w i d e  r a n g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r ;  ( 1 )  n o n - i n d u c e d  c o n t r o l ;  ( 2 )  
e x p r e s s e d  P L D  p r o t e i n  o n e  h o u r  p o s t - i n d u c t i o n ;  ( 3 )  P L D  t w o  h o u r s  p o s t - i n d u c t i o n ;  ( 4 )  P L D  
t h r e e  h o u r s  p o s t - i n d u c t i o n ;  ( 5 )  P L D  f o u r  h o u r s  p o s t - i n d u c t i o n ;  ( 6 )  P L D  f i v e  h o u r s  p o s t -  
i n d u c t i o n ;  ( 7 )  P L D  f o l l o w i n g  o v e r n i g h t  i n d u c t i o n .  T h e  o p t i m a l  i n d u c t i o n  p e r i o d  f o r  
e x p r e s s i o n  o f  P L D  u n d e r  a p p e a r e d  t o  b e  f o u r  h o u r s  p o s t - i n d u c t i o n .  
3 . 2 . 1 . 4  I d e n t i f i c a t i o n  o f  ( H i s ) a  t a g g e d  P L D  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g  
T h e  P L D  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  a n a l y s e d  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
t h e  t a g  h a d  b e e n  f u l l y  t r a n s l a t e d ,  w a s  a c c e s s i b l e  a n d  h a d  n o t  b e e n  a d v e r s e l y  
a f f e c t e d  d u r i n g  c e l l  l y s i s .  B r i e f l y ,  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  e l e c t r o p h o r e s e d  
a l o n g s i d e  a  p r e s t a i n e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
F o l l o w i n g  s e p a r a t i o n  b y  S D S - P A G E ,  t h e  p r o t e i n s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  n i t r o c e l l u l o s e  
f o r  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 4 ,  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  
a m e n d m e n t s .  F o l l o w i n g  t r a n s f e r  o f  t h e  p r o t e i n s  o n t o  t h e  n i t r o c e l l u l o s e ,  t h e  m e m b r a n e  
w a s  b l o c k e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~  d r i e d  s k i m m e d  m i l k  ( P r e m i e r  
F o o d s  L t d . ,  U K ) .  I t  w a s  t h e n  p r o b e d  w i t h  a  1  i n  5 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  a  H R P - l a b e l l e d  a n t i -  
p o l y h i s t i d i n e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( S i g m a - A l d r i c h  I r e l a n d  L t d . )  i n  P B S  c o n t a i n i n g  
4 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~ .  T h e  m e m b r a n e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  1 . 5  h o u r s  w i t h  g e n t l e  s h a k i n g  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  w a s h e d  t h o r o u g h l y  a s  o u t l i n e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 4 .  P r o t e i n  
b a n d s  w e r e  v i s u a l i s e d  u s i n g  3 , 3 ' , 5 , 5 ' - t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( T M B )  
s u b s t r a t e  a n d  t h e  r e a c t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  u n t i l  b a n d s  w e r e  c l e a r l y  v i s i b l e .  
T h e  r e c o m b i n a n t  P L D  p r o t e i n  c o n t a i n i n g  a n  N - t e r m i n a l  h i s t i d i n e  t a g  w a s  d e t e c t e d ,  a s  
s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 8 ,  c o n f i r m i n g  t h a t  t h e  ( H i s ) 6  w a s  f u l l y  i n t a c t  a n d  a c c e s s i b l e .  
P L D  -  -  3 2 . 5  
-  2 5 . 0  
F i g u r e  3 . 8 .  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  P L D  p r o b e d  w i t h  a n t i - p o l y h i s t i d i n e  a n t i b o d i e s .  
L a n e s :  ( M )  P i e r c e  ~ l u e ~ a n ~ e f ~  p r e s t a i n e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s ;  ( 1 )  P L D  p r o t e i n ;  
( 2 )  p o s i t i v e  c o n t r o l ,  p 6 0  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  ( a  p a t h o g e n i c i t y  m a r k e r  f o r  L i s t e r i a  
m o n o c v t o p e n e s ) .  
3 . 2 . 1 . 5  P u r i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  P L D  p r o t e i n  b y  i m m o b i l i s e d  m e t a l  a f f i n i t y  
c h r o m a t o g r a p h y  ( I M A C )  
F o l l o w i n g  o p t i m i s a t i o n  o f  a l l  p a r a m e t e r s ,  t h e  P L D  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  e x p r e s s e d  
o n  a  l a r g e - s c a l e  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 7 . 1 .  O n c e  t h e  p r o t e i n  w a s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  h o s t  
c e l l ,  p u r i f i c a t i o n  w a s  t h e n  n e c e s s a r y  t o  r e m o v e  a n y  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s  t h a t  m a y  
i n t e r f e r e  w i t h  s u b s e q u e n t  a s s a y  d e v e l o p m e n t .  T h e  p T r c H i s B  v e c t o r  e n c o d e s  a n  N -  
t e r m i n a l  p o l y h i s t i d i n e  ( H i s ) 6  t a g  w h i c h  a l l o w e d  f o r  t h e  r a p i d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  P L D  
p r o t e i n  u s i n g  i r n m o b i l i s e d  m e t a l  i o n  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  ( I M A C ) .  
P o r a t h  e t  a l .  ( 1 9 7 5 )  f i r s t  d e s c r i b e d  m e t a l  c h e l a t e  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  a s  a  t o o l  t o  
p u r i f y  p r o t e i n s .  T h i s  t y p e  o f  c h r o m a t o g r a p h y  i n v o l v e s  a  s u i t a b l e  s u p p o r t  a t t a c h e d  t o  a  
m e t a l - c h e l a t i n g  s u b s t a n c e ,  w h i c h  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  f o r m  c o m p l e x e s  w i t h  p r o t e i n s  
f a c i l i t a t i n g  s e p a r a t i o n .  I M A C  o f f e r s  n u m e r o u s  a d v a n t a g e s  a s  a  p u r i f i c a t i o n  m e t h o d ,  
i n c l u d i n g  l o w  c o s t ,  l i g a n d  s t a b i l i t y ,  s i m p l e  r e g e n e r a t i o n  a n d  h i g h  p r o t e i n  l o a d i n g  
( A r n o l d ,  1 9 9 1 ) .  S e v e r a l  d i f f e r e n t  e l u t i o n  t e c h n i q u e s  i n c l u d i n g  p H  g r a d i e n t ,  
c o m p e t i t i v e  l i g a n d s ,  o r g a n i c  s o l v e n t s  a n d  c h e l a t i n g  a g e n t s  c a n  a l s o  b e  u s e d  ( J a n s o n  e t  
a l . ,  1 9 9 8 ) .  T h e r e  a r e  a  n u m b e r  o f  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  c h e l a t i n g  l i g a n d s  b u t  
n i t r i l o t r i a c e t i c  a c i d  ( N T A )  b o u n d  t o  S e p h a r o s e @  C L - 6 B  a n d  p r e c h a r g e d  w i t h  ~ i ~ + ,  
s u p p l i e d  b y  Q i a g e n  L t d . ,  w a s  u s e d  i n  t h i s  c a s e  ( F i g u r e  3 . 9 ) .  O n e  o f  t h e  m a i n  
a d v a n t a g e s  o f  t h i s  p u r i f i c a t i o n  s y s t e m  i s  t h a t  i t  c a n  b e  u s e d  u n d e r  n a t i v e  o r  d e n a t u r i n g  
c o n d i t i o n s  s i n c e  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  N i - N T A  a n d  t h e  ( H i s ) 6  t a g g e d  r e c o m b i n a n t  
p r o t e i n  d o e s  n o t  d e p e n d  o n  t e r t i a r y  s t r u c t u r e .  T h e  ( H i s ) 6  t a g ,  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  
o f  o n l y  8 4 0 D a ,  i s  r e l a t i v e l y  s m a l l  c o m p a r e d  t o  o t h e r  a f f i n i t y  t a g s  b u t  e x h i b i t s  t h e  
s t r o n g e s t  i n t e r a c t i o n  w i t h  i m m o b i l i s e d  m e t a l  i o n  m a t r i c e s .  I t  i s  p o o r l y  i m m u n o g e n i c ,  
a n d  a t  p H  8 . 0 ,  t h e  t a g  i s  u n c h a r g e d ,  a n d  t h e r e f o r e  d o e s  n o t  g e n e r a l l y  a f f e c t  s e c r e t i o n  
o r  f o l d i n g  o f  t h e  f u s i o n  p r o t e i n  w i t h i n  t h e  c e l l .  
C o n s i d e r i n g  t h e  i n s o l u b i l i t y  o f  t h e  p r o t e i n ,  a  b a t c h  p u r i f i c a t i o n  m e t h o d  ( t o  m a x i r n i s e  
s a m p 1 e : c o l u m n  i n t e r a c t i o n )  w a s  o p t i m i s e d  u n d e r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s ,  a s  d e s c r i b e d  
i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 7 . 2 .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  p r o t e i n  i s  d e n a t u r e d  l e a v i n g  t h e  ( H i s ) 6  t a g  
c o m p l e t e l y  e x p o s e d  a n d  h e n c e  i n c r e a s i n g  i t ' s  a b i l i t y  t o  b i n d  t o  t h e  N i - N T A  m a t r i x .  
T h i s  m e t h o d  c a n  t h e r e f o r e  l e a d  t o  g r e a t e r  y i e l d s  w h e n  c o m p a r e d  t o  p u r i f i c a t i o n  u n d e r  
n a t i v e  c o n d i t i o n s .  F r a c t i o n s  f r o m  e a c h  s t a g e  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  w e r e  a n a l y s e d  
u s i n g  S D S - P A G E  ( F i g u r e  3 . 1 0  ( A ) ) .  F r o m  t h e  g e l  p i c t u r e  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  
p u r i t y  o f  t h e  P L D  p r o t e i n  i n c r e a s e d  f o l l o w i n g  I M A C  p u r i f i c a t i o n .  T h e  p r o t e i n  w a s  
t h e n  r e n a t u r e d  b y  s u f f i c i e n t  d i l u t i o n  i n  a  n a t i v e  b u f f e r ,  i . e .  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  
( P B S ) ,  p H  7 . 4 .  
H o w e v e r ,  d e s p i t e  a c c e p t a b l e  y i e l d s  f r o m  t h e  p u r i f i c a t i o n  m e t h o d  u n d e r  d e n a t u r i n g  
c o n d i t i o n s ,  i t  i s  g e n e r a l l y  p r e f e r a b l e  t o  b e  a b l e  t o  p u r i f y  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  u n d e r  
n a t i v e  c o n d i t i o n s .  T o  m a x i m i s e  t h e  y i e l d  o f  s o l u b l e  p r o d u c t ,  a  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  
B a r b a s  e t  a l .  ( 2 0 0 1 )  w a s  m o d i f i e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 8 . 1  a n d  2 . 3 . 1 . 8 . 2 ,  a n d  
u s e d  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  P L D  u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s .  T h e  
e x p r e s s i o n  m e t h o d  u t i l i s e s  a  r i c h  s u p e r  b r o t h  ( S B )  m e d i a ,  c o n t a i n i n g  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t r y p t o n e  a n d  y e a s t  e x t r a c t  t o  p r o v i d e  a m p l e  a m o u n t  o f  n u t r i e n t s  a n d  
c o f a c t o r s  f o r  c e l l  g r o w t h  a n d  3 - ( N - M o r p h o l i n o ) p r o p a n e s u l f o n i c  a c i d  ( M O P S )  a c t s  a s  
a  b u f f e r  t o  p r e v e n t  t h e  p H  d e c r e a s i n g  a n d  s u b s e q u e n t  c e l l  d e a t h .  T h e  N i - N T A  r e s i n  
v o l u m e  w a s  r e d u c e d  d u r i n g  p u r i f i c a t i o n ,  a s  a n  e x c e s s  o f  r e s i n  c a n  r e s u l t  i n  t h e  
i n a b i l i t y  t o  e l u t e  t h e  p r o t e i n ,  a n d  t h e  m e t h o d  w a s  p e r f o r m e d  a t  4 ° C .  F r o m  a  5 0 0 m l  
c u l t u r e  a  y i e l d  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 5 m g  o f  r e l a t i v e l y  p u r e  p r o t e i n  w a s  o b t a i n e d .  
C o n s i d e r i n g  t h e  m a n u f a c t u r e r s  e s t i m a t e  t h e  N T A  l i g a n d  i s  s u f f i c i e n t  f o r  t h e  b i n d i n g  
o f  a p p r o x i m a t e l y  5 - 1 0  m g  o f  ( H i s ) t ; - t a g g e d  p r o t e i n  p e r  m i l l i l i t e r  o f  r e s i n  ( Q i a g e n  
L t d ) ,  t h e  y i e l d  w a s  v e r y  a c c e p t a b l e .  P u r i f i e d  p r o t e i n  s t o c k s  w e r e  d i l u t e d  t o  
a p p r o x i m a t e l y  O . 5 m g l m l  i n  P B S  t o  e n s u r e  t h e  p r o t e i n  d i d  n o t  p r e c i p i t a t e .  
A l t h o u g h  t h e  y i e l d  o f  p u r e  p r o t e i n  i s  h i g h ,  i t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g u r e  3 . 1 0  ( B )  t h a t  
s o m e  p r o t e i n  w a s  l o s t  d u r i n g  w a s h e s  w i t h  2 h M  i m i d a z o l e  a n d  t h e  e l u a t e  d o e s  
c o n t a i n  s o m e  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  i m i d a z o l e  i n  t h e  w a s h  
b u f f e r  c a n  b e  a l t e r e d  d e p e n d i n g  o n  w h e t h e r  p u r i t y  o r  y i e l d  i s  m o r e  i m p o r t a n t .  T h e  
h i g h e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  i m i d a z o l e  t o l e r a t e d  b y  t h e  p r o t e i n  i n  t h e  w a s h  s o l u t i o n ,  the 
c l e a n e r  t h e  e l u a t e .  I n  t h i s  c a s e ,  a n  i m i d a z o l e  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 0 m M  w a s  u s e d  i n  t h e  
l y s i s  a n d  w a s h  b u f f e r s ,  t o  r e d u c e  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  u n t a g g e d  c o n t a m i n a n t  
p r o t e i n s  t o  t h e  r e s i n ,  a n d  t h e  P L D  p r o t e i n  w a s  e l u t e d  w i t h  2 5 0 m M  i m i d a z o l e .  T h e  
p r o t e i n  w a s  s u b s e q u e n t l y  p u r i f i e d  u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
s u b s e q u e n t  a s s a y s .  
F i g u r e  3 . 9 .  M o n o m e r i c  s d u n i t  of N i c k e l - c h a r g e d  N T A  r e s i n  a t t a c h e d  t o  a  s u p p o r t .  T h e  N T A  
o c c u p i e s  f o u r  o f  t h e  s i x  l i g a n d  b i n d i n g  s i t e s  i n  t h e  c o o r d i n a t i o n  s p h e r e  o f  t h e  n i c k e l  i o n ,  
l e a v i n g  t w o  s i t e s  f r e e  t o  i n t e r a c t  w i t h  t h e  ( H i s ) 6  t a g .  
F i g u r e  3 . 1 0 .  S D S - P A G E  a n a l y s i s  o n  t h e  I M A C p u r i f i c a t i o n  o f  P L D  u n d e r  ( A )  n a t i v e  a n d  ( B )  
d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s .  L a n e s :  ( M )  S i g m a  w i d e  r a n g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r ;  ( I )  c r u d e  
c y t o p l a s m i c  l y s a t e ;  ( 2 )  f l o w - t h r o u g h  f r o m  I M A C  r e s i n  f o l l o w i n g  a p p l i c a t i o n  o f  l y s a t e s ;  ( 3 - 4 )  
w a s h  f r a c t i o n s ;  ( 5 )  e l u t e d  f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  p u r i f i e d  P L D .  
3 . 2 . 1 . 6  N u c l e o t i d e  a n d  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o n  t h e  P L D  p r o t e i n  
T h e  p l a s m i d  p J G S 9 0  c o n t a i n i n g  t h e  P L D  i n s e r t  w a s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  D H 5 a  E . c o l i  
c e l l s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 1  a n d  s e n t  t o  M W G - B i o t e c h  ( U K )  L t d  f o r  
s e q u e n c i n g .  N u c l e o t i d e  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  r e c o m b i n a n t  P L D  a n d  t h e  p r e v i o u s l y  
s e q u e n c e d  P L D  g e n e  ( a c c e s s i o n  n u m b e r  L 1 6 5 8 7 )  r e v e a l e d  t h a t  t h e y  d e m o n s t r a t e d  
1 0 0 %  h o m o l o g y ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 1 1 .  T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  w a s  t h e n  d e d u c e d  
u s i n g  a  w e b - b a s e d  t r a n s l a t e  t o o l  ( E x p a s y )  a n d  s e q u e n c e s  a l i g n e d  u s i n g  a  w e b - b a s e d  
a l i g n m e n t  t o o l  ( P B I L )  ( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 9 . 2 ) .  R e s u l t s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  t w o  a m i n o  a c i d  
s e q u e n c e s  w e r e  i d e n t i c a l  ( F i g u r e  3 . 1 2 ) .  
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s t a r t  c o d o n  g e n e  1 0  l e a d e r  a l i g n e d  s e q u e n c e s  
p o l y h i s t i d i n e  ( 6 x H i s )  r e g i o n  X p r e s s m  e p i t o p e  / P )  s t o p  c o d o n  
F i g u r e  3 . 1 1 .  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t  o f  P L D .  T h e  m a t u r e  P L D  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  
w a s  a l i g n e d  w i t h  t h e  p r e v i o u s l y  s e q u e n c e d  P L D  g e n e  f r o m  ,  L 1 6 5 8 7  
( S o n g e r  e t . ,  1 9 9 0 ) .  T h e  t w o  s e q u e n c e s  d e m o n s t r a t e d  1 0 0 %  h o m o l o g y .  
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F i g u r e  3 . 1 2 .  A l i g n m e n t  o f  t h e  d e d u c e d  P L D  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  w i t h  t h e  P L D  a m i n o  a c i d  
s e q u e n c e  f r o m  C .  v s e u d o t u b e r c u l o s i s  ( a c c e s s i o n  n u m b e r  L 1 6 5 8 7 ) .  T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  
( F i g u r e  3 . 1 1 . )  w e r e  t r a n s l a t e d  i n t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  a n d  a l i g n e d .  T h e  
t w o  s e q u e n c e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  i d e n t i c a l .  
3 . 2 . 1 . 7  I d e n t i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  P L D  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g  
T h e  P L D  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  a n a l y s e d  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g  t o  d e t e r m i n e  t h e  
w h e t h e r  t h e  P L D  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  h a d  t h e  a b i l i t y  t o  d e t e c t  a n t i b o d i e s  t o  C .  
p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n  s h e e p  i n f e c t e d  w i t h  C L A .  T h e  P L D  p r o t e i n  w a s  p r o b e d  w i t h  
s e r u m  f r o m  C L A - i n f e c t e d  s h e e p  ( C L A - p o s i t i v e )  a n d  s e r u m  f r o m  s h e e p  w i t h  n o  p r i o r  
h i s t o r y  o f  C L A  i n f e c t i o n  ( C L A - n e g a t i v e )  t o  e s t a b l i s h  w h e t h e r  o r  n o t  C L A - s p e c i f i c  
a n t i b o d i e s  r e c o g n i s e d  t h e  p r o t e i n .  
T h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  e l e c t r o p h o r e s e d  a l o n g s i d e  a  p r e s t a i n e d  m o l e c u l a r  
w e i g h t  m a r k e r ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 .  F o l l o w i n g  s e p a r a t i o n  b y  S D S - P A G E ,  
t h e  p r o t e i n s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  n i t r o c e l l u l o s e  f o r  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s ,  a s  d e s c r i b e d  
i n  S e c t i o n  2 . 2 . 4 ,  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  a m e n d m e n t s .  F o l l o w i n g  t r a n s f e r  o f  t h e  p r o t e i n s  
o n t o  t h e  n i t r o c e l l u l o s e ,  t h e  m e m b r a n e  w a s  b l o c k e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( w / v )  
~ a r v e l ~ .  I t  w a s  t h e n  p r o b e d  w i t h  a  1  i n  2 0 0  d i l u t i o n  o f  s h e e p  s e r a  i n  P B S  c o n t a i n i n g  
4 %  ( w / v )  ~ a r v e l ~ ,  w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  i n c u b a t e d  a t  37OC f o r  1  h o u r .  
F o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  s e r u m ,  t h e  m e m b r a n e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  1 . 5  h o u r s  w i t h  
g e n t l e  s h a k i n g  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  w a s h e d  t h o r o u g h l y  a s  o u t l i n e d  i n  S e c t i o n  
2 . 2 . 4 .  A  1  i n  2 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  g o a t  a n t i - s h e e p  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  ( H R P ) - l a b e l l e d  
a n t i b o d y  i n  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~ ~  w a s  a d d e d  t o  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  f o r  
1 . 5  h o u r s  w i t h  g e n t l e  s h a k i n g  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  n i t r o c e l l u l o s e  w a s  w a s h e d  
t h o r o u g h l y  a s  b e f o r e  a n d  p r o t e i n  b a n d s  w e r e  v i s u a l i s e d  u s i n g  3 , 3 ' , 5 , 5 ' -  
t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( T M B )  s u b s t r a t e .  T h e  r e a c t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  
p r o c e e d  u n t i l  b a n d s  w e r e  c l e a r l y  v i s i b l e  a n d  w a s  s t o p p e d  b y  r i n s i n g  t h e  m e m b r a n e  
w i t h  w a t e r .  T h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  a b l e  t o  b i n d  a n t i b o d i e s  t o  C .  
p s e u d o t u b e r c u l o s i s  a n d  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  C L A  i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  s h e e p ,  a s  
i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  3 . 1 3 .  A  b a n d ,  b e t w e e n  3 0  a n d  3 5 k D a ,  c a n  b e  c l e a r l y  s e e n  i n  
F i g u r e  3 . 1 3  ( B ) .  T h i s  r e p r e s e n t s  t h e  P L D  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n .  N o  b a n d s  w e r e  v i s i b l e  
w h e n  t h e  p r o t e i n s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  C L A - n e g a t i v e  s e r u m  ( F i g u r e  3 . 1 3  ( C ) ) .  
F i g u r e  3 . 1 3 .  I m m u n o r e a c t i v i t y  o f  r e c o m b i n a n t  P L D  t o w a r d s  C L A - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s .  L a n e s :  
( M l )  S i g m a  w i d e  r a n g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r  ( a s  b e f o r e ) ;  ( M 2 )  A m e r s h a n t  B i o s c i e n c e s  
f u l l  r a n g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  c o n s i s t i n g  o f  r e d  ( I O k D a ) ,  b l u e  ( 1 5 k D a ) ,  g r e e n  ( 2 5 k D a ) ,  
o r a n g e  ( 3 0 k D a ) ,  b l u e  ( 3 5 k D a ) ,  p u r p l e  ( S O k D a ) ,  y e l l o w  ( 7 5 k D a ) ,  g r e e n  ( 1 0 5 k D a ) ,  
r e d  
( 1 6 0 k D a )  a n d  b l u e  ( 2 5 0 k D a )  m a r k e r s .  ( A )  S D S - P A G E  a n a l y s i s  o n  I M A C - p u r i f i e d  P L D  a n d  
n e g a t i v e  c o n t r o l  b p 2 6  ( a  B r u c e l l a - s p e c i f i c  r e c o r r l b i n a n t  p r o t e i n ) ,  w i t h  b a n d s  c l e a r l y  v i s i b l e  a t  
a p p r o x  3 5 k D a  a n d  2 6 k D a ,  r e s p e c t i v e l y .  ( B )  W e s t e r n  b l o t  p r o b e d  w i t h  a  C L A - p o s i t i v e  s h e e p  
s e r u m  s a m p l e ,  w i t h  a  b a n d  c l e a r l y  v i s i b l e  a t  b e t w e e n  3 0  a n d  3 5 k D a  r e p r e s e n t i n g  t h e  P L D  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n .  ( C )  W e s t e r n  b l o t  p r o b e d  w i t h  a  C L A - n e g a t i v e  s h e e p  s e r u m  s a n t p l e ,  w i t h  
n o  b a n d s  v i s i b l e .  
3 . 2 . 2  D e v e l o p m e n t  o f  a n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  t o  
C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n  s h e e p  
T h e  u l t i m a t e  a i m  o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t o  d e v e l o p  a n d  v a l i d a t e  a  s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  
a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  t o  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n  s h e e p  s e r u m  s a m p l e s .  
T h i s  s e c t i o n  f o c u s e s  o n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  a s s a y  t o  d e t e c t  C L A  i n  s h e e p  u s i n g  a  
p r o c e s s  d e s c r i b e d  b y  J a c o b s o n  ( 1 9 9 8 )  f o r  a s s a y  v a l i d a t i o n .  T h i s  p r o c e s s  i n v o l v e s  t w o  
s t a g e s .  F i r s t l y ,  t o  e s t a b l i s h  t h e  p a r a m e t e r s  a n d  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  a s s a y ,  a n d  
s e c o n d l y ,  t o  a s s u r e  c o n s t a n t  v a l i d i t y  o f  t e s t  r e s u l t s .  A  n u m b e r  o f  v a r i a b l e s  c a n  a f f e c t  
t h e  p e r f o r m a n c e  o f  s u c h  a n  a s s a y ,  i n c l u d i n g  t h e  s e r u m  s a m p l e ,  t h e  a s s a y  s y s t e m  a n d  
t h e  a c t u a l  t e s t  r e s u l t  ( w h e t h e r  o r  n o t  i t  c a n  a c c u r a t e l y  p r e d i c t  t h e  s t a t u s  o f  i n f e c t i o n  i n  
a n  i n d i v i d u a l  a n i m a l ) .  T h e  h o s t  c a n  h a v e  a  m a j o r  i n f l u e n c e  o n  t h e  c o m p o s i t i o n  a n d  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s e r u m  s a m p l e ,  d u e  t o  i n h e r e n t  ( e . g .  a g e ,  s e x ,  b r e e d ,  n u t r i t i o n a l  
s t a t u s  a n d  i m m u n o l o g i c a l  r e s p o n s i v e n e s s )  o r  a c q u i r e d  ( e . g .  p a s s i v e l y  a c q u i r e d  
a n t i b o d y  o r  a c t i v e  i m m u n i t y )  f a c t o r s  ( J a c o b s o n ,  1 9 9 8 ) .  O t h e r  f a c t o r s ,  s u c h  a s  
c o n t a m i n a t i o n  o r  d e t e r i o r a t i o n  o f  t h e  s e r u m  s a m p l e  m a y  a l s o  a f f e c t  t h e  a n a l y t e  o f  
i n t e r e s t .  A l l  o f  t h e s e  i s s u e s  m u s t  b e  c o n s i d e r e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  a s s a y .  
T h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n  c o n c e n t r a t e s  o n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  i n d i r e c t  E L I S A  a n d  t h e  
p r o c e s s ,  i n c l u d i n g  f e a s i b i l i t y  s t u d i e s ,  o p t i m i s a t i o n  a n d  s t a n d a r d i s a t i o n  o f  p r o t o c o l s  
a n d  r e a g e n t s  a n d  f i n a l l y ,  t h e  p e r f o r m a n c e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  a s s a y .  A  n u m b e r  o f  
c o n t r o l  s e r a  ( n = 9 )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  C e n t r a l  V e t e r i n a r y  R e s e a r c h  L a b o r a t o r y  
( C V R L ) ,  A b b o t s t o w n ,  D u b l i n ,  I r e l a n d  t o  s t a n d a r d i s e  t h e  a s s a y  p a r a m e t e r s .  C o n t r o l s  
w e r e  s e l e c t e d  f r o m  s h e e p  " o n - s i t e "  t h a t  w e r e  e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  w i t h  C .  
p s e u d o t u b e r c u l o s i s  a n d  f r o m  s h e e p  w i t h  n o  h i s t o r y  o f  i n f e c t i o n .  F i v e  p o s i t i v e  s e r u m  
s a m p l e s ,  t h a t  r a n g e d  f r o m  h i g h  t o  l o w  l e v e l s  o f  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  C L A  i n f e c t i o n  
( G B 0 4 - 0 1 3 2 8 0 ,  G B 0 4 - 0 1 3 2 8 1 ,  G B 0 4 - 0 1 3 2 8 2 ,  G B 0 4 - 0 1 3 2 8 3 ,  G B 0 4 - 0 1 3 2 8 4 )  a n d  f o u r  
s a m p l e s  t h a t  s h o u l d  c o n t a i n  n o  a n t i b o d y ,  i . e .  f r e e  o f  i n f e c t i o n ,  ( G B 0 4 - 0 1 3 2 7 6 ,  G B 0 4 -  
0 1 3 2 7 7 ,  G B 0 4 - 0 0 1 3 2 7 8 ,  G B 0 4 - 0 1 3 2 7 9 )  w e r e  o b t a i n e d .  T h e  f i v e  p o s i t i v e  c o n t r o l s  
s e r a  w e r e  t a k e n  f r o m  t w o  m a l e  a n d  t h r e e  f e m a l e  s h e e p .  E a c h  s e r u m  s a m p l e  w a s  
d i v i d e d  i n t o  5 0 0 1 1  a l i q u o t s  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  W o r k i n g  s t o c k s  w e r e  t h a w e d  a n d  
s t o r e d  a t  4OC u n t i l  t h e y  h a d  b e e n  d e p l e t e d .  T h e s e  s a m p l e s  w e r e  e m p l o y e d  i n i t i a l l y  i n  
t h e  o p t i m i s a t i o n  o f  t h e  a s s a y  r e a g e n t s  a n d  p r o t o c o l s ,  a n d  l a t e r  a s  c o n t r o l s  d u r i n g  r u n s  
o f  t h e  a s s a y  f o r  d a t a  n o r m a l i s a t i o n .  
3 . 2 . 2 . 1  F e a s i b i l i t y  s t u d i e s  
I n i t i a l l y  f e a s i b i l i t y  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  n i n e  c o n t r o l  s e r a  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  
r e c o m b i n a n t  P L D  a n t i g e n  h a d  t h e  c a p a c i t y  t o  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  a  r a n g e  o f  
a n t i b o d y  c o n c e n t r a t i o n s  t o  t h e  d i s e a s e  a n d  p r o v i d e  m i n i m a l  b a c k g r o u n d  a c t i v i t y .  T h e  
i n d i r e c t  E L I S A ,  i n c o r p o r a t i n g  t h e  p u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  P L D ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  
2 . 3 . 2 . 1 ,  w a s  u s e d  t o  t e s t  t h e  n i n e  c o n t r o l  s e r a .  B r i e f l y ,  a n  i r n m u n o p l a t e  w a s  c o a t e d  
w i t h  P L D  a n d  b l o c k e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w / v )  ~ a r v e l ~ ~ .  F o l l o w i n g  
i n c u b a t i o n ,  C L A - p o s i t i v e  a n d  C L A - n e g a t i v e  s e r u m ,  d i l u t e d  i n  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  
( w / v )  ~ a r v e l ~ ,  w e r e  p r e - i n c u b a t e d  a n d  a d d e d  t o  t h e  w e l l s  i n  t r i p l i c a t e .  S p e c i f i c a l l y  
b o u n d  s e r a  a n t i b o d i e s  w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  a  r a b b i t  a n t i - s h e e p  H R P - l a b e l l e d  a n t i b o d y  
( D a k o )  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  r e c o r d e d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  a  c h r o m o g e n i c  
s u b s t r a t e ,  o - P D  ( 0 - p h e n y l e n e d i a r n i n e ) .  T h e  r e s u l t s  w e r e  n o r m a l i s e d  b y  d i v i d i n g  t h e  
a b s o r b a n c e  v a l u e s  ( A )  b y  t h e  a b s o r b a n c e  v a l u e  o b t a i n e d  f o r  z e r o  c o n c e n t r a t i o n  o f  
s e r u m  ( A o )  a n d  p l o t t e d  o n  a  b a r  c h a r t ,  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 1 4 .  I t  i s  e v i d e n t  f r o m  
t h e s e  r e s u l t s  t h a t  t h e  i n d i r e c t  E L I S A  c o u l d  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  s e r a  f r o m  s h e e p  
i n f e c t e d  o r  n o t  i n f e c t e d  w i t h  C L A .  
P O S  R l v e  N e g a t l v e  P o s l t l v e  N e g a t l v e  
F i g u r e  3 . 1 4 .  I n i t i a l  f e a s i b i l i t y  s t u d i e s  o n  t h e  i n d i r e c t  E L l S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  c a s e o u s  
l y m p h a d e n i t i s  ( 0 .  F i v e  s t a n d a r d  p o s i t i v e  a n d  f o u r  n e g a t i v e  c o n t r o l  s e r u m  s a m p l e s  w e r e  
t e s t e d  a g a i n s t  ( A )  P L D  a n t i g e n  a n d  ( B )  n o  P L D  a n t i g e n  ( c o n t r o l ) .  T h e  p u r p o s e  o f  t h e  c o n t r o l  
t e s t  w a s  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e r e  w e r e  a n y  n u n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  C L A - p o s i t i v e  
a n d  n e g a t i v e  s e r a  a n d  t h e  p l a t e  o r  b l o c k i n g  r e a g e n t .  N e g l i g i b l e  n u n - s p e c @ c  b i n d i n g  w a s  
o b s e r v e d ,  a s  s e e n  i n  g r a p h  ( B ) .  
3 . 2 . 2 . 2  A s s a y  d e v e l o p m e n t  a n d  s t a n d a r d i s a t i o n  
A  n u m b e r  o f  f a c t o r s  c a n  a f f e c t  t h e  a n a l y t i c a l  a c c u r a c y  o f  a n  a s s a y ,  i n c l u d i n g  r e a g e n t  
c h o i c e ,  d i l u e n t s ,  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e s  a n d  d u r a t i o n .  I t  w a s  t h e r e f o r e  n e c e s s a r y  t o  
o p t i m i s e  b l o c k i n g  a n d  d i l u e n t  r e a g e n t s ,  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t i g e n ,  s e r u m  a n d  
e n z y m e - l a b e l l e d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  a n d  
t h e  c o m p l e x i t i e s  o f  t h e  s e r u m  m a t r i x .  
3 . 2 . 2 . 2 . 1  O p t i m i s a t i o n  o f  b l o c k i n g  r e a g e n t s  a n d  a n t i b o d y  d i l u e n t s  
~ a r v e l ~ ~ ,  c h i c k e n  e g g  a l b u m i n  ( o v a l b u m i n - O V A )  a n d  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A )  
w e r e  i n v e s t i g a t e d  a s  t h e  b l o c k i n g  r e a g e n t  a n d  a n t i b o d y  d i l u e n t s .  I n  o r d e r  t o  e s t a b l i s h  
t h e  o p t i m u m  b l o c k i n g  r e a g e n t  a n d  a n t i b o d y  d i l u e n t ,  i m m u n o p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  
P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~ ~ ,  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  O V A  o r  P B S  
c o n t a i n i n g  4 %  ( w / v )  B S A .  E a c h  o f  t h e  n i n e  c o n t r o l  s e r u m  s a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  
u s i n g  e a c h  o f  t h e  f o l l o w i n g  d i l u e n t s ;  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  ~ a r v e l ~ ,  P B S  
c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  O V A  a n d  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w f v )  B S A .  E a c h  o f  t h e  s e r u m  
s a m p l e s  w e r e  p r e - i n c u b a t e d  a t  37OC f o r  o n e  h o u r  a n d  t h e n  a d d e d  t o  t h e  t h r e e  
i m r n u n o p l a t e s ,  i n  t r i p l i c a t e .  A  1  i n  2 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  H R P - l a b e l l e d  a n t i - s h e e p  a n t i b o d y  
w a s  t h e n  p r e p a r e d  u s i n g  t h e  t h r e e  d i f f e r e n t  d i l u e n t s ,  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  
M a r v e l T M ,  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  O V A  a n d  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w l v )  B S A .  T h e  
a n t i - s h e e p  H R P - l a b e l l e d  a n t i b o d y  d i l u t i o n s  w e r e  p r e - i n c u b a t e d  f i r s t  a t  37OC f o r  o n e  
h o u r  a n d  t h e n  a d d e d  t o  t h e  t h r e e  i r n r n u n o p l a t e s .  B o u n d  s e r u m  a n t i b o d i e s  w e r e  
d e t e c t e d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  o - P D  a n d  t h e  n o r m a l i s e d  a b s o r b a n c e  v a l u e s  @ / A o )  
w e r e  p l o t t e d  o n  b a r  g r a p h s  a s  s h o w n  i n  F i g u r e s  3 . 1 5 ,  3 . 1 6  a n d  3 . 1 7 .  M a r v e l T M  a n d  
B S A  w e r e  f o u n d  t o  b e  t h e  m o s t  s u i t a b l e  b l o c k i n g  r e a g e n t s  a n d  s e r u m  a n t i b o d y  
d i l u e n t s  a s  b o t h  p r o t e i n  s o l u t i o n s  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  t h e  
s e r u m  t o  t h e  i m m u n o p l a t e s .  H o w e v e r ,  ~ a r v e l ~ ~  w a s  c h o s e n  i n  s u b s e q u e n t  a s s a y  
d e v e l o p m e n t ,  a s  i t  w a s  m o r e  e c o n o m i c a l l y  v i a b l e .  
0  
P o s i t i v e  N e g a t ~ e  
S e r u m  s a m p l e s  
M a m l  
r n  B S A  
O V A  
F i g u r e  3 . 1 5 .  O p t i m i s a t i o n  o f  b l o c k i n g  r e a g e n t  a n d  a n t i b o d y  d i l u e n t .  R e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  
p l a t e  1 ,  w h i c h  w a s  c o a t e d  w i t h  4 %  ( w / v )  M a r v e l T M .  E a c h  o f  t h e  c o n t r o l  s e r u m  s a m p l e s  w a s  
a d d e d  i n  t r i p l i c a t e  t o  t h e  i m m u n o p l a t e ,  d i l u t e d  1 / 5 0  w i t h  3  d i f f e r e n t  d i l u e n t s ;  P B S  c o n t a i n i n g  
4 %  ( w / v )  M a r v e l T M ,  P B S  c o n t a i n i n . g  4 %  ( w / v )  O V A ,  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w / v )  B S A .  A  h i g h  
d e g r e e  o f  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  ~ a r v e l ~ ~  b o c k i n g  s o l u t i o n  a n d  
s e r u m  s a m p l e s  d i l u t e d  i n  O V A  a n d  B S A .  H o w e v e r ,  n e g l i g i b l e  m n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  w e r e  
m  
o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  M a r v e l m  b l o c k i n g  s o l u t i o n  a n d  s e r u m  s a m p l e s  d i l u t e d  i n  M a r v e l  .  
0  
P o s i t w e  N e g a t i v e  
S e r u m  s a m p l e s  
M a r v e l  
r n  B S A  
O V A  
F i g u r e  3 . 1 6 .  O p t i r n i s a t i o n  o f  b l o c k i n g  r e a g e n t  a n d  a n t i b o d y  d i l u e n t .  R e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  
p l a t e  2 ,  w h i c h  w a s  c o a t e d  w i t h  4 %  ( w / v )  B S A .  E a c h  o f  t h e  c o n t r o l  s e r u m  s a m p l e s  w a s  a d d e d  
i n  t r i p l i c a t e  t o  t h e  i m m u n o p l a t e ,  d i l u t e d  1 / 5 0  w i t h  3  d i f f e r e n t  d i l u e n t s ;  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  
( w / v )  ~ a r v e l ~ ~ ,  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w / v )  O V A ,  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w / v )  B S A .  A  h i g h  
d e g r e e  o f  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  B S A  b l o c k i n g  s o l u t i o n  a n d  
s e r u m  s a m p l e s  d i l u t e d  i n  O V A .  H o w e v e r ,  n e g l i g i b l e  n o n - s p e c i j c  i n t e r a c t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  
b e t w e e n  t h e  B S A  b l o c k i n g  s o l u t i o n  a n d  s e r u m  s a m p l e s  d i l u t e d  i n  M a r v e l "  a n d  B S A .  
-  
I  .  B S A  
O V A  
F b s t i v e  N e g a t i v e  
S e r u m  s a m p l e s  
F i g u r e  3 . 1 7 .  O p t i m i s a t i o n  o f  b l o c k i n g  r e a g e n t  a n d  a n t i b o d y  d i l u e n t .  R e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  
p l a t e  3 ,  w h i c h  w a s  c o a t e d  w i t h  4 %  ( w / v )  O V A .  E a c h  o f  t h e  s t a n d a r d  s e r u m  s a m p l e s  w a s  
a d d e d  i n  t r i p l i c a t e  t o  t h e  i m m u n o p l a t e ,  d i l u t e d  1 / 5 0  w i t h  3  d i f f e r e n t  d i l u e n t s ;  P B S  c o n t a i n i n g  
4 %  ( w / v )  M a n t e l T M ,  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w / v )  O V A ,  P B S  c o n t a i n i n g  4 %  ( w / v )  B S A .  A  h i g h  
d e g r e e  o f  n o n - s p e c @  i n t e r a c t i o n s  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  O V A  b l o c k i n g  s o l u t i o n  a n d  
s e r u m  s a m p l e s  d i l u t e d  i n  M a r v e l T M ,  O V A  a n d  B S A .  
3 . 2 . 2 . 2 . 2  O p t i m i s a t i o n  o f  a n t i g e n  c o a t i n g  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  t h e  i n d i r e c t  E L I S A  
F o l l o w i n g  o p t i m i s a t i o n  o f  t h e  b l o c k i n g  r e a g e n t  a n d  a n t i b o d y  d i l u e n t ,  t h e  n e x t  s t e p  i n  
t h e  a s s a y  d e v e l o p m e n t  f o c u s e d  o n  o p t i m i s i n g  t h e  a n t i g e n  c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  
i n d i r e c t  E L I S A  w a s  c a r r i e d  o u t ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 2 . 1 ,  a n d  t h e  r e s u l t s  
o b t a i n e d  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  3 . 1 8 .  V a r y i n g  P L D  c o a t i n g  d i l u t i o n s  r a n g i n g  f r o m  
1 1 4  t o  1 1 5 1 2  w e r e  i n v e s t i g a t e d  f o r  u s e  i n  t h e  i n d i r e c t  E L I S A .  A  1  i n  3 2  d i l u t i o n  o f  t h e  
P L D  a n t i g e n  e n a b l e d  o p t i m a l  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  C L A - p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  
s e r u m  s a m p l e s .  
3 . 2 . 2 . 2 . 3  O p t i m i s a t i o n  o f  s h e e p  s e r u m  d i l u t i o n s  f o r  u s e  i n  t h e  i n d i r e c t  E L I S A  
F o l l o w i n g  o p t i m i s a t i o n  o f  t h e  a n t i g e n  c o a t i n g  d i l u t i o n ,  t h e  s u b s e q u e n t  s t e p  i n  a s s a y  
d e v e l o p m e n t  i n v o l v e d  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  o p t i m a l  s h e e p  s e r u m  d i l u t i o n  f o r  u s e  
i n  t h e  i n d i r e c t  E L I S A .  S h e e p  s e r u m  d i l u t i o n s ,  r a n g i n g  f r o m  1 1 2 5  t o  1 1 3 , 2 0 0 ,  w e r e  
i n v e s t i g a t e d  t o  d e t e r m i n e  w h i c h  e n a b l e d  o p t i m a l  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  p o s i t i v e  
a n d  n e g a t i v e  s e r a .  F i g u r e  3 . 1 9  i l l u s t r a t e s  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  i n d i r e c t  E L I S A ,  
w h e r e  a  1  i n  5 0  s e r u m  d i l u t i o n  w a s  c h o s e n  a s  t h e  o p t i m a l  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  t h e  
i n d i r e c t  E L I S A .  
3 . 2 . 2 . 2 . 4  O p t i r n i s d o n  o f  a n d - s h e e p  s e c o r ~ d m - y  a M * b o d y  d i l u t i o n  f o r  r t s e  i n  t h e  
i n d i r e c t  E W S A  
T h e  f i n a l  s t e p  i n  o p t i m i s n t i o o  o f  t h e  a s s a y  r e a g e n t s  w a s  t h e  d c t e r r n i n a t i o n  o f  t h e  
o p t i m a l  d i l u t i o n  of s e c o n d a r y  a n t i b o d y ,  L e .  a n t i - s h e e p  ? 3 R P - c o n j u g a t c d  a n t i b o d y  
( D a k o ) .  f o r  u s e  i n  t h e  i n d i r e c t  E L I S A .  T h e  n i n c  c o n t r o I  s e r a  w e r e  t e s t e d  w i t h  ~ ~ t y i I t g  
a n t i - s h e e p  d i l u t i o n s  a n d  a  1  i n  4 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f f c r c d  t h e  b e s t  d i s c r i m i n a t o r y  
c a p a b i l i t y ,  w h i b  b e i n g  t h e  m o s t  c c o n o m i c n l l y  v i a b l e  ( F i g u r e  3 , 2 0 ) .  
F i g u r e  3 . 1 8 ,  O p t i m i s a t i o n  o f  t h e  P L B  a n t i g e n  c o a t i n g  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  t h e  i n d i r e c t  
E U S A ,  P L D  c o a t i n g  d i l u t i o n s ,  r a n g i n g  f r o m  I N  t o  1 / 5 1 2 ,  w e r e  i n v e s t i g a t e d  t o  
d e t e r m i n e  w h i c h  d i l u t i o n  e n a b l e d  o p t i m a l  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  C L A - p o s i t i v e  
a n d  n e g a t i v e  s e r u r n  s m p l e s .  A  1 / 3 2  d i l u t i o n  o f  P L D  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  o p t i m a l  
d i l u t i o n .  
2 5  5 0  1 0 0  2 0 0  4 0 0  8 0 0  1 6 0 0  3 2 0 0  0  
1 I S e r u r n  U l u t l o n  
F i g u r e  3 . 1 9 .  O p t i m i s a t i o n  o f t h e  s e r u m  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  t h e  i n d i r e c t  E L Z S A .  S e r u m  
d i l u t i o n s ,  r a n g i n g  f r o m  1 / 2 5  t o  1 / 3 2 0 0 ,  w e r e  t e s t e d  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h i c h  
c o n c e n t r a t i o n  e n a b l e d  o p t i m a l  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  
s e r u m .  A  1 / 5 0  d i l u t i o n  o f  t h e  s e r u m  s a m p l e s  w a s  s e l e c t e d  a s  o p t i m a l .  
2 2  ,  r n  P o s i t i w  
2 0 0 0  4 0 0 0  8 0 0 0  1 6 0 0 0  
1 1 A n t C s h e e p  a n t l b o d y  
F i g u r e  3 . 2 0 .  O p t i m i s a t i o n  o f  t h e  a n t i - s h e e p  a n t i b o d y  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  t h e  i n d i r e c t  E L I S A .  
A n t i - s h e e p  a n t i b o d y  d i h t i o n s ,  r a n g i n g  f r o m  1 / 1 0 0 0  t o  l / I 6 0 0 0 ,  w e r e  t e s t e d  i n  o r d e r  t o  
d e t e r m i n e  w h i c h  c o n c e n t r a t i o n  e n a b l e d  o p t i m a l  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  s t a n d a r d  p o s i t i v e  
a n d  n e g a t i v e  s e r u m .  A  1 / 4 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  a n t i - s h e e p  a n t i b o d y  w a s  s e l e c t e d  a s  o p t i m a l .  
3 . 2 . 2 . 2 . 5  
R e p e a t a b i l i t y  s t u d i e s  o n  t h e  i n d i r e c t  E L I S A  
F o l l o w i n g  o p t i m i s a t i o n  o n  t h e  v a r i o u s  a s s a y  p a r a m e t e r s ,  i n t r a - a s s a y  ( v a r i a t i o n  w i t h i n  
a n  a s s a y )  a n d  i n t e r - a s s a y  ( v a r i a t i o n  b e t w e e n  a s s a y s )  s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  e n s u r e  
t h e  a s s a y  r e p e a t e d l y  a c h i e v e d  t h e  s a m e  r e s u l t s  f o r  a  s e r u m  c o n t r o l .  T h r e e  r e p l i c a t e s  o f  
e a c h  c o n t r o l  s e r a  w e r e  a s s a y e d  o v e r  t e n  i n d i v i d u a l  d a y s  t o  p r o v i d e  e s t i m a t e s  o n  
r e p e a t a b i l i t y  a n d  t h e  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n  ( C V )  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  r e p l i c a t e s  o v e r  t h e  m e a n  o f  t h e  r e p l i c a t e s .  
F o r  p r e l i m i n a r y  e s t i m a t e s  o f  r e p e a t a b i l i t y  w i t h i n  a n d  b e t w e e n  r u n s  o f  t h e  a s s a y ,  
v a l u e s  l e s s  t h a n  2 0 %  f o r  r a w  a b s o r b a n c e  v a l u e s  i n d i c a t e  a d e q u a t e  r e p e a t a b i l i t y  
( J a c o b s o n ,  1 9 9 8 ) .  F o r  i n t r a - a s s a y  s t u d i e s ,  C V s  r a n g e d  f r o m  1 . 4 7  t o  9 . 9 4 %  a n d  0 . 3  t o  
1 1 . 8 4 % ,  f o r  t h e  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r u m  c o n t r o l s ,  r e s p e c t i v e l y .  F o r  i n t e r - a s s a y  
s t u d i e s ,  C V s  r a n g e d  f r o m  3 . 8  t o  9 . 3 7 %  a n d  8 . 9 5  t o  1 1 . 7 5 %  f o r  t h e  p o s i t i v e  a n d  
n e g a t i v e  s e r u m  c o n t r o l s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  C V  v a l u e s  f o r  t h e  n e g a t i v e  s e r a  w e r e  f o u n d  
t o  b e  h i g h e r  b u t  t h i s  w a s  d u e  t o  s o m e  o f  t h e  m e a n  v a l u e s  a p p r o a c h i n g  z e r o ,  i n  w h i c h  
c a s e  t h e  C V s  a r e  n o t  m e a n i n g f u l .  V a l u e s  f o r  t h e  p o s i t i v e  s e r a  d i d  n o t  e x c e e d  1 0 %  
i n d i c a t i n g  e x c e l l e n t  r e p r o d u c i b i l i t y .  T h e  g r a p h i c a l  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  i n t e r - d a y  
s t u d i e s  o n  t h e  P L D  i n d i r e c t  E L I S A  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 2 1 .  T h e  p o s i t i v e  s e r u m  
s a m p l e ,  G B 0 4 - 0 3 1 2 8 3  a n d  n e g a t i v e  s e r u m ,  G B 0 4 - 0 3 1 2 7 9 ,  w e r e  c h o s e n  a s  c o n t r o l s  
f o r  s u b s e q u e n t  r u n s  o f  t h e  a s s a y ,  a s  t h e y  p r o v e d  t o  b e  t h e  m o s t  r e p r o d u c i b l e ,  w i t h  
i n t e r - a s s a y  C V s  o f  3 . 8 0  a n d  8 . 9 5 % ,  r e s p e c t i v e l y .  
2 8 0  2 8 1  2 8 2  2 8 3  2 8 4  2 7 6  2 7 7  2 7 8  2 7 9  
S a m  p l e  N u m b e r  
F i g u r e  3 . 2 1 .  I n t e r - a s s a y  ( n = l O )  g r a p h  o b t a i n e d  f o r  t h e  P L D  i n d i r e c t  E L Z S A s .  T h e  o p t i m i s e d  
a s s a y  f o r m a t  w a s  c a p a b l e  o f  d i s c r i m i n a t i n g  b e t w e e n  t h e  C L A - p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r u m  
s a m p l e s .  T h e  b a r  g r a p h  r e p r e s e n t s  t h e  a v e r a g e  a b s o r b a n c e  v a l u e s  o b t a i n e d  o v e r  t e n  
i n d i v i d u a l  d a y s  f o r  t h e  n i n e  c o n t r o l  s e r a .  T h e  e r r o r  b a r s  c o r r e s p o n d  t o  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  
o f  t h e  m e a n  c a l c u l a t e d  b e t w e e n  t h e  t e n  d a y  r e p l i c a t e s .  
3 . 2 . 2 . 3  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  i n d i r e c t  E L I S A  p e r f o r m a n c e  
F o l l o w i n g  o p t i m i s a t i o n  o f  t h e  v a r i o u s  a s s a y  p a r a m e t e r s  r e q u i r e d  t o  s u c c e s s f u l l y  c a r r y  
o u t  t h e  i n d i r e c t  E L I S A ,  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  a s s a y  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  a  p a n e l  o f  
s e r a  s a m p l e s  ( n = 6 0 )  a n d  t h e  t w o  c o n t r o l  s e r u m  s a m p l e s  ( p o s i t i v e  G B 0 4 - 0 1 3 2 8 3  a n d  
n e g a t i v e  G B 0 4 - 0 1 3 2 7 9 ) .  T h e  s i x t y  s e r u m  s a m p l e s  t e s t e d  w e r e  t a k e n  f r o m  t h r e e  
d i f f e r e n t  f l o c k s ,  t w o  o f  w h i c h  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  C L A  ( n =  3 3 )  ( G .  K i l l i l e a  a n d  L y o n s  
E s t a t e )  a n d  o n e  f l o c k  t h a t  h a d  n o  h i s t o r y  o f  i n f e c t i o n  ( n = 2 7 )  ( A b b o t s t o w n ) .  T o  
a c c o u n t  f o r  a s s a y  v a r i a b i l i t y ,  r e s u l t s  w e r e  n w m a l i s e d  b y  e x p r e s s i n g  a l l  a b s o r b a n c e  
v a l u e s  a s  a  p e r c e n t a g e  t h e  p o s i t i v e  s e r u m  c o n t r o l ,  w h i c h  w a s  i n c l u d e d  o n  e a c h  p l a t e .  
A  c u t - o f f  p o i n t  w a s  e s t a b l i s h e d  b y  c a l c u l a t i n g  t h e  m e a n  p l u s  f o u r  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  
( S D )  o b t a i n e d  f o r  t h e  n e g a t i v e  c o n t r o l  s a m p l e  d u r i n g  r e p e a t a b i l i t y  s t u d i e s .  T h i s  v a l u e  
w a s  f o u n d  t o  b e  1 1 . 4 %  w h e n  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  p o s i t i v e  s e r u m  c o n t r o l  
a n d  u s e d  t o  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  C L A - p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s a m p l e s ,  w h e r e  a n y  
s a m p l e s  w i t h  a  v a l u e  a b o v e  1 1 . 4 %  w e r e  r e g a r d e d  a s  p o s i t i v e  a n d  a n y  v a l u e s  b e l o w  
r e g a r d e d  a s  n e g a t i v e .  F i g u r e  3 . 2 2  s h o w s  t h e  g r a p h i c a l  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  
o b t a i n e d  f o r  a n a l y s i s  o f  t h e  s i x t y  s e r a  u s i n g  t h e  P L D  i n d i r e c t  E L I S A .  A p p l y i n g  t h e  
c u t - o f f  o f  1 1 . 4 % ,  t w e n t y - o n e  o f  t h e  s a m p l e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  p o s i t i v e  a n d  t h i r t y - n i n e  
w e r e  f o u n d  t o  b e  n e g a t i v e .  A l t h o u g h  t h e  i n f e c t i o n  s t a t u s  o f  e a c h  i n d i v i d u a l  a n i m a l  
w a s  u n k n o w n ,  t h r e e  o f  t h e  s h e e p  h a d  d e v e l o p e d  l e s i o n s ,  a l l  o f  w h i c h  s e r a  g a v e  a  h i g h  
p o s i t i v e  r e s u l t  w h e n  a p p l i e d  t o  t h e  i n d i r e c t  E L I S A .  O n e  o f  t h e  s e r a  f r o m  t h e  
u n i n f e c t e d  f l o c k  g a v e  a  p o s i t i v e  r e s u l t .  P r e l i m i n a r y  s t u d i e s  d i d  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a s s a y  
c o u l d  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  s o m e  o f  t h e  i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  s h e e p .  H o w e v e r ,  s i n c e  
t h e  i n f e c t i o n  s t a t u s  o f  e a c h  i n d i v i d u a l  a n i m a l  w a s  u n k n o w n ,  t h e  d i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  
( t h e  p r o p o r t i o n  o f  k n o w n  i n f e c t e d  a n i m a l s  t h a t  g i v e  p o s i t i v e  r e s u l t s )  a n d  t h e  
d i a g n o s t i c  s p e c i f i c i t y  ( t h e  p r o p o r t i o n  o f  k n o w n  u n i n f e c t e d  a n i m a l s  t h a t  g i v e  n e g a t i v e  
r e s u l t s )  c o u l d  n o t  b e  c a l c u l a t e d .  
I n  o r d e r  t o  c a l c u l a t e  t h e  d i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  ( D S n )  a n d  d i a g n o s t i c  s p e c i f i c i t y  ( D S p ) ,  
n i n e t y - t w o  s e r u m  s a m p l e s ,  p r e v i o u s l y  t e s t e d  a t  t h e  C e n t r a l  V e t e r i n a r y  I n s t i t u t e ,  
L e l y s t a d ,  t h e  N e t h e r l a n d s  w e r e  e v a l u a t e d  ( t e r  L a a k  e t  a l . ,  1 9 9 2 ;  D e r c k s e n  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ) .  A l l  s a m p l e s  w e r e  t e s t e d  i n  t r i p l i c a t e  a n d  r e s u l t s  w e r e  n o r m a l i s e d  b y  e x p r e s s i n g  
t h e i r  r e s p e c t i v e  a b s o r b a n c e  v a l u e s  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  p o s i t i v e  s e r u m  c o n t r o l ,  
w h i c h  w a s  i n c l u d e d  i n  e a c h  i m m u n o p l a t e .  T h e  i n t r a - a s s a y  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n  
( C V s )  w e r e  f o u n d  t o  b e  b e l o w  2 0 %  f o r  a l l  t h e  s e r u m  s a m p l e s  t h a t  g a v e  a  p o s i t i v e  
r e s u l t  i n  t h e  i n d i r e c t  E L I S A .  O f  t h e s e  v a l u e s ,  8 6 . 4 %  w e r e  f o u n d  t o  b e  b e l o w  1 0 % .  
9 0 %  o f  t h e  s e r u m  s a m p l e s  t h a t  g a v e  n e g a t i v e  r e s u l t s  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  C V s  b e l o w  
2 0 % .  T h e  C V s  f o r  t h e  n e g a t i v e  s e r a  w e r e  f o u n d  t o  b e  h i g h e r  b u t  t h i s  w a s  d u e  t o  s o m e  
o f  t h e  m e a n  v a l u e s  a p p r o a c h i n g  z e r o ,  i n  w h i c h  c a s e  t h e  C V s  a r e  n o t  m e a n i n g f u l .  
H o w e v e r ,  d a t a  a n a l y s e d  f r o m  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  L e l y s t a d  r e v e a l e d  t h a t  o n l y  
5 7 %  o f  t h e  s e r u m  s a m p l e s  t h a t  t e s t e d  p o s i t i v e  i n  t h e  E L I S A  h a d  C V  v a l u e s  b e l o w  
l o % ,  2 5 %  b e l o w  2 0 % ,  9 %  b e l o w  3 0 %  a n d  9 %  g r e a t e r  t h a n  5 0 % ,  i n d i c a t i n g  
i n a d e q u a t e  r e p r o d u c i b i l i t y .  N o  d a t a  f r o m  t h e  s e r u m  s a m p l e s  t h a t  g a v e  a  n e g a t i v e  
r e s u l t  i n  t h e  E L I S A  u s e d  i n  L e l y s t a d  w a s  r e c e i v e d  s o  C V s  f o r  E L I S A - n e g a t i v e  
s a m p l e s  c o u l d  n o t  b e  c a l c u l a t e d .  
T o  e n s u r e  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  P L D  i n d i r e c t  E L I S A  w e r e  r e p r o d u c i b l e ,  e a c h  
o f  t h e  n i n e t y - t w o  s a m p l e s  w a s  t e s t e d  a g a i n  i n  t r i p l i c a t e  o n  a  d i f f e r e n t  d a y .  T h e  
a b s o r b a n c e  v a l u e s  w e r e  n o r m a l i s e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e m  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  p o s i t i v e  
c o n t r o l  a n d  c o m p a r e d  t o  t h e  f i r s t  s e t  o f  d a t a  o b t a i n e d .  T h e  m e a n  o f  b o t h  s e t s  o f  
n o r m a l i z e d  r e s u l t s  w a s  f o u n d  a n d  t h e  C V s  d e t e r m i n e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  o f  t h e  r e p l i c a t e s  o v e r  t h e  m e a n  o f  t h e  r e p l i c a t e s .  9 5 . 5 %  o f  a l l  t h e  s a m p l e s  
t e s t e d  i n  t r i p l i c a t e  o n  t w o  s e p a r a t e  o c c a s i o n s  t h a t  g a v e  p o s i t i v e  r e s u l t s  w e r e  f o u n d  t o  
h a v e  C V  v a l u e s  b e l o w  2 0 % .  T h e  C V s  f o r  t h e  n e g a t i v e  s e r a  w e r e  f o u n d  t o  b e  h i g h e r ,  
w i t h  o n l y  8 3 %  o f  s a m p l e s  t e s t e d  f o u n d  t o  h a v e  v a l u e s  b e l o w  2 0 % .  A l t h o u g h ,  a g a i n ,  
t h i s  w a s  d u e  t o  s o m e  o f  t h e  m e a n  v a l u e s  a p p r o a c h i n g  z e r o ,  i n  w h i c h  c a s e  t h e  C V s  a r e  
i r r e l e v a n t .  O v e r a l l  d a t a  f o r  e a c h  s a m p l e  t e s t e d  i n  t r i p l i c a t e  o n  t w o  d i f f e r e n t  o c c a s i o n s  
r e v e a l e d  e x c e l l e n t  r e p r o d u c i b i l i t y ,  w i t h  8 9 %  o f  a l l  s e r a  t e s t e d  h a v i n g  C V s  b e l o w  2 0 % .  
T o  d e t e r m i n e  t h e  d i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  ( D S n )  a n d  d i a g n o s t i c  s p e c i f i c i t y  @ S p )  o f  t h e  
i n d i r e c t  E L I S A ,  a  c u t - o f f  v a l u e  w a s  s e l e c t e d  b y  v i s u a l  i n s p e c t i o n  o f  t h e  f r e q u e n c y  
d i s t r i b u t i o n s  ( J a c o b s o n ,  1 9 9 8 ) .  A  v a l u e  o f  2 5 % ,  a t  t h e  i n t e r s e c t i o n  o f  t h e  t w o  
d i s t r i b u t i o n  r e s u l t s  ( C L A - p o s i t i v e  a n d  C L A - n e g a t i v e  a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  E L I S A  
p e r f o r m e d  a t  L e l y s t a d )  w a s  c h o s e n .  F i g u r e  3 . 2 2  s h o w s  t h e  g r a p h i c a l  r e p r e s e n t a t i o n  
o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  P L D  i n d i r e c t  E L I S A ,  w h e r e  a  c u t - o f f  p o i n t  o f  2 5 %  w a s  
u s e d  a s  i t  g a v e  o p t i m a l  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  C L A - p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r a .  B y  
c o m p a r i n g  b o t h  s e t s  o f  r e s u l t s ,  a  D S n  o f  8 2 %  a n d  a  D S p  o f  8 3 %  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  
o u t l i n e d  i n  F i g u r e  3 . 2 4 .  
H o w e v e r ,  t h e  r e f e r e n c e  s e r a  a n a l y s e d  w e r e  t a k e n  f r o m  a n i m a l s  w h e r e  t h e  h i s t o r y  a n d  
i n f e c t i o n  s t a t u s  r e l a t i v e  t o  t h e  d i s e a s e  w a s  u n k n o w n  a n d  t h e  D S n  a n d  D S p  w a s  
c a l c u l a t e d  o n  p r e v i o u s  E L I S A - p o s i t i v e  a n d  - n e g a t i v e  r e s u l t s  r e c e i v e d  f r o m  L e l y s t a d ,  
a s  o p p o s e d  t o  c l i n i c a l  i n f e c t i o n .  T h e r e f o r e ,  t h e s e  v a l u e s  a r e  n o t  a  t r u e  r e p r e s e n t a t i o n  
o f  t h e  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  P L D  i n d i r e c t  E L I S A ,  a s  e s t i m a t e d  D S n  a n d  
D S p  v a l u e s  a r e  e n t i r e l y  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  r e f e r e n c e  
p o p u l a t i o n .  
A p p l y i n g  t h i s  c u t - o f f  o f  2 5 %  t o  t h e  p r e v i o u s  s e r i e s  o f  s a m p l e s  t e s t e d  ( n = 6 0 )  f r o m  t h e  
G .  K i l l i l e a ,  L y o n s  E s t a t e  a n d  A b b o t s t o w n  f l o c k s  ( F i g u r e  3 . 2 2 ) ,  s e v e n t e e n  o f  t h e  
s a m p l e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  p o s i t i v e  a n d  f o r t y - t h r e e  w e r e  f o u n d  t o  b e  n e g a t i v e .  
A l t h o u g h  t h e  i n f e c t i o n  s t a t u s  o f  e a c h  i n d i v i d u a l  a n i m a l  w a s  u n k n o w n ,  t h i s  c u t - o f f  
m a y  b e  m o r e  a c c u r a t e  a s  n o n e  o f  t h e  s e r a  f r o m  t h e  u n i n f e c t e d  f l o c k  g a v e  a  p o s i t i v e  
r e s u l t .  T h e  s e r a  t a k e n  f r o m  t h e  t h r e e  s h e e p  t h a t  h a d  d e v e l o p e d  l e s i o n s  s t i l l  g a v e  a  h i g h  
p o s i t i v e  r e s u l t  w h e n  a p p l i e d  t o  t h e  i n d i r e c t  E L I S A .  
U n l f e c t e d  f l o c k  -  n o  l e s i o n  ( 2 7 )  
h f e c t e d  f l o c k  -  l e s i o n  ( 3 )  
h f e c t e d  f l o c k  -  n o  l e s i o n  ( 3 0 )  
1  6  1 1  1 6  2 1  2 6  3 1  3 6  4 1  4 6  5 1  5 6  
S a m p l e  N u m b e r  
F i g u r e  3 . 2 2 .  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  P L D  i n d i r e c t  E L I S A  p e @ o r m a n c e .  T h e  i n d i r e c t  E L I S A  w a s  
a s s e s s e d  f o r  u s e  a s  a  d i a g n o s t i c  a s s a y  f o r  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  ( C L A ) .  T h e  i n d i r e c t  E L I S A  
w a s  p e r f o m z e d  u s i n g  a  s e l e c t i o n  o f  6 0  s e r u m  s a m p l e s  a n d  a  c u t - o f f p o i n t  o f  1 1 . 4 %  w a s  c h o s e n  
t o  a l l o w  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  C L A - p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r a .  A p p l y i n g  t h i s  c u t - o f i  2 1  
s a m p l e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  p o s i t i v e  a n d  3 9  f o u n d  t o  b e  n e g a t i v e .  H o w e v e r ,  a p p l y i n g  a  c u t - 0 8  
p o i n t  o f  2 5 %  p r o v e d  t o  b e  m o r e  a c c u r a t e ,  a s  n o n e  o f  t h e  s h e e p  f r o m  t h e  u n i n f e c t e d f l o c k  g a v e  
a  p o s i t i v e  r e s u l t ,  w h i l e  t h e  t h r e e  s h e e p  t h a t  h a d  d e v e l o p e d  l e s i o n s  s t i l l  g a v e  a  h i g h  p o s i t i v e  
r e s u l t .  
P o s i t i v e  ( 4 4 )  
I  
N e g a t l v e  ( 4 8 )  
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S a m p l e  N u m b e r  
F i g u r e  3 . 2 3 .  
C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  P L D  E L I S A  p e r f o r m a n c e .  T h e  P L D  i n d i r e c t  E L I S A  
w a s  a s s e s s e d  f o r  u s e  a s  a  d i a g n o s t i c  a s s a y  f o r  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  ( C L A )  i n  s h e e p  s e r u m  
s a m p l e s .  T h e  i n d i r e c t  E L I S A  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  a  p a n e l  o f  4 4  p r e v i o u s l y  d e t e h i n e d  
L e l y s t a d  E L I S A - p o s i t i v e  a n d  4 8  E L I S A - n e g a t i v e  r e f e r e n c e  s a m p l e s .  T h e  a b s o r b a n c e  v a l u e  o f  
e a c h  s a m p l e  w a s  r e c o r d e d  a t  4 0 5 n m  a n d  t h e  m e a n  p l o t t e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  m e a n  
a b s o r b a n c e  o b t a i n e d  f o r  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  s a m p l e .  A p p l y i n g  t h e  c u t - o f f p o i n t  o f  2 5 % ,  4 4  o f  
t h e  s e r u m  s a m p l e s  t e s t e d  w e r e  f o u n d  t o  b e  p o s i t i v e  a n d  4 8  n e g a t i v e .  
F i g u r e  3 . 2 4 .  D i a g n o s t i c  s e m i t i v i t y  ( D S n )  a n d  d i a g n o s t i c  s p e c $ c i t y  ( D S p )  c a l c u l a t i o n s  f o r  
t h e  P L D  i n d i r e c t  E L I S A .  R e s u l t s  y i e l d e d  a  d i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  o f  8 2 %  a n d  s p e c i j i c i t y  o f  
8 3 % .  
3 . 2 . 3  D e v e l o p m e n t  o f  a  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  t o  
C o r y n e b a c t e r i u m  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  i n  s h e e p  
T h e  S P R - b a s e d  b i o s e n s o r ,  ~ i a c o r e ~ ~ ,  h a s  b e e n  p r o v e d  t o  b e  a  v a l u a b l e  a l t e r n a t i v e  t o  
E L I S A  p r o c e d u r e s .  A s  i n  E L I S A ,  s u r f a c e  p l a s m o n  r e s o n a n c e  ( S P R )  d e t e c t i o n  i s  r a p i d ,  
c h e a p  a n d  s t a n d a r d i s a t i o n  i s  r e l a t i v e l y  s t r a i g h t f o r w a r d .  H o w e v e r ,  t h e  B i a c o r e  s y s t e m  
d o e s  h a v e  a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e s .  I t  a l l o w s  t h e  r e s e a r c h e r  t o  m o n i t o r  b i o m o l e c u l a r  
i n t e r a c t i o n s  i n  " r e a l - t i m e " ,  i s  l a b e l - f r e e ,  f u l l y  a u t o m a t e d  a n d  i t s  r a p i d  a n a l y s i s  m a k e s  
i t  i d e a l  f o r  t e s t i n g  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s a m p l e s .  F o r  t h e s e  r e a s o n s ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  
t r a n s f e r  t h e  a s s a y  p r i n c i p l e  t o  t h e  s u r f a c e  p l a s m o n  r e s o n a n c e  b i o s e n s o r ,  B i a c o r e  
3 0 0 0 T M ,  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h i s  o p t i c a l  b i o s e n s o r  s y s t e m  w o u l d  b e  s u i t a b l e  t o  
d e t e c t  a n t i b o d i e s  i n  s h e e p  s e r a  t h a t  w e r e  s p e c i f i c  f o r  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s .  
T h i s  s e c t i o n  f o c u s e s  o n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s u c h  a n  a s s a y  u s i n g  a  c a r b o x y m e t h y l a t e d -  
5  ( C M 5 )  d e x t r a n  c h i p  ( B i a c o r e  A B )  i m m o b i l i s e d  w i t h  t h e  P L D  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n .  
F o r  t h e  s u c c e s s f u l  d e v e l o p m e n t  o f  s u c h  a n  a s s a y ,  t h e  s a m e  p a r a m e t e r s  w e r e  o p t i m i s e d  
a s  b e f o r e  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  i n d i r e c t  E L I S A .  H o w e v e r ,  f o r  t h i s  s y s t e m ,  a  
n u m b e r  o f  o t h e r  p a r a m e t e r s  h a d  t o  b e  c o n s i d e r e d ,  i n c l u d i n g  p r e c o n c e n t r a t i o n  s t u d i e s  
f o r  s u b s e q u e n t  i m m o b i l i s a t i o n  o f  a n t i g e n  a n d  s t a b i l i t y  s t u d i e s  o n  t h e  i m m o b i l i s e d  
s u r f a c e  f o r  t h e  a s s e s s m e n t  o f  b i n d i n g  c a p a c i t y  a n d  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i p  s u r f a c e .  
3 . 2 . 3 . 1  P r e c o n c e n t r a t i o n  s t u d i e s  
P r e c o n c e n t r a t i o n  s t u d i e s  a r e  e s s e n t i a l  f o r  e f f i c i e n t  i r n m o b i l i s a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  o n t o  
t h e  s u r f a c e  o f  t h e  C M 5  s e n s o r  c h i p .  T h e  C M  d e x t r a n  s u r f a c e  h a s  a  n e g a t i v e  c h a r g e  a t  
p H  v a l u e s  2  3 . 5 .  T h e r e f o r e ,  i n  o r d e r  t o  m a x i m i s e  t h e  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  C M  d e x t r a n  s e n s o r  s u r f a c e  a n d  t h e  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  p r o t e i n  
t h e  p H  o f  t h e  i m m o b i l i s a t i o n  b u f f e r  s h o u l d  b e  h i g h e r  t h a n  3 . 5  b u t  s h o u l d  b e  o n e  o r  
t w o  u n i t s  l o w e r  t h a n  t h e  i s o e l e c t r i c  p o i n t  ( P I )  o f  t h e  p r o t e i n .  
B r i e f l y ,  t h e  P L D  p r o t e i n  w a s  p r e p a r e d  i n  a  l o w  i o n i c  s t r e n g t h  b u f f e r  ( 1 0 m M  s o d i u m  
a c e t a t e )  a t  a  r a n g e  o f  p H  v a l u e s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 3 . 1 .  I t  w a s  t h e n  p a s s e d  
o v e r  a n  u n a c t i v a t e d  c h i p  s u r f a c e  a n d  t h e  a m o u n t  o f  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  
m o n i t o r e d .  A  p H  o f  4 . 4  g a v e  t h e  h i g h e s t  d e g r e e  o f  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n ,  i . e .  t h e  
m a x i m u m  b i n d i n g ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 2 5 ,  a n d  w a s  t h e r e f o r e  c h o s e n  f o r  s u b s e q u e n t  
i m m o b i l i s a t i o n s  o f  t h e  P L D  p r o t e i n .  
3 . 2 . 3 . 2  I m m o b i l i s a t i o n  o f  P L D  o n t o  t h e  t h e  C M 5  s e n s o r  c h i p  s u r f a c e  
P L D ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 p g I m l  i n  l O m M  s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r ,  p H  4 . 4 ,  w a s  
i m m o b i l i s e d  o n  t o  t h e  c h i p  s u r f a c e  u s i n g  s t a n d a r d  a m i n e  c o u p l i n g  c h e m i s t r y ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 3 . 2 .  T h e  C M  d e x t r a n  s u r f a c e  o f  t h e  c h i p  w a s  a c t i v a t e d  w i t h  a  
m i x t u r e  o f  E D C  a n d  N H S  a n d  t h e  p r o t e i n  w a s  p a s s e d  o v e r  t h e  s u r f a c e  a l l o w i n g  t h e  
a c t i v a t e d  N H S  e s t e r s  o n  t h e  s u r f a c e  t o  r e a c t  w i t h  t h e  a m i n o  g r o u p s  o n  t h e  p r o t e i n .  
T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  a n  i n j e c t i o n  o f  e t h a n o l a m i n e  t o  c a p  a n y  r e m a i n i n g  N H S  
u n r e a c t e d  s i t e s  a n d  a n y  l o o s e l y  b o u n d  p r o t e i n  w a s  r e m o v e d  w i t h  5 m M  N a O H .  A  f i n a l  
i m m o b i l i s e d  l e v e l  o f  a p p r o x i m a t e l y  7 , 0 0 0 R U  w a s  a c h i e v e d  ( F i g u r e  3 . 2 6 ) .  
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T i m e  ( s )  
F i g u r e  3 . 2 5 .  S e n s o g r a m  i l l u s t r a t i n g  t h e  p r e c o n c e n t r a t i o n  a n a l y s i s  o n  t h e  r e c o m b i n a n t  P L D .  
P r o t e i n  w a s  p a s s e d  o v e r  a  C M 5  d e x t r a n  c h i p  s u $ a c e  i n  l O m M  s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r ,  r a n g i n g  
f r o m  p H  v a l u e s  4 . 0  t o  5 . 0 ,  a t  a f l o w  r a t e  o f  l O u V m i n  f o r  1  m i n .  A f t e r  e a c h  i n j e c t i o n  o f  p r o t e i n  
a  3 0  s e c o n d  p u l s e  o f  5 m M  N a O H  w a s  u s e d  t o  r e m o v e  e l e c t r o s t a t i c a l l y  a s s o c i a t e d  p r o t e i n .  
M a x i m u m  p r e c o n c e n t r a t i o n  w a s  o b s e r v e d  a t  p H  4 . 4  ( a p p r o x .  2 2 , 5 0 0  R U )  c l a d  w a s ,  t h e r e f o r e ,  
c h o s e n  a s  t h e  i m m o b i l i s a t i o n  b u f f e r .  
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T l m e  ( s )  
F i g u r e  3 . 2 6 .  S e n s o g r a m  s h o w i n g  t h e  a m i n e  c o u p l i n g  o f  t h e  I M A C - p u r $ e d  P L D  o n t o  t h e  
C M . 5  s e n s o r  c h i p  s u r f a c e .  ( A )  N H S / E D C  a c t i v a t i o n ,  ( B )  c o v a l e n t  b i n d i n g  o f  P L D  ( I  O p g / m l  i n  
l O m M  s o d i u m  a c e t a t e ,  p H  4 . 4 ) ,  ( C )  c a p p i n g  o f  u n r e a c t e d  g r o u p s  a n d  ( D )  t h r e e  3 0  s e e  
r e g e n e r a t i o n p u l s e s  o f  5 m M  N a O H .  A J i n a l  l e v e l  o f  7 , 0 0 9  R U  o f  c o v a l e n t l y  a t t a c h e d  P L D  w a s  
a c h i e v e d .  
3 . 2 . 3 . 3  A s s e s s m e n t  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  s h e e p  s e r u m  t o  C M 5  s e n s o r  c h i p  
s u r f a c e  
T o  i n v e s t i g a t e  i f  t h e r e  w e r e  a n y  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  s e r a  a n d  t h e  
C M  d e x t r a n  c h i p  s u r f a c e ,  t h e  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c o n t r o l  s e r a  w e r e  d i l u t e d  3 0 - f o l d  
i n  H B S  b u f f e r  a n d  p a s s e d  o v e r  b o t h  t h e  i m m o b i l i s e d  P L D  a n d  C M  d e x t r a n  ( r e f e r e n c e )  
f l o w  c e l l  s u r f a c e s  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 3 . 3 .  T h r o u g h o u t  t h e  s e r a  a n a l y s e s ,  t h e  
f i n a l  r e p o r t  r e s p o n s e  w a s  c o r r e c t e d  f o r  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  r e f e r e n c e  f l o w  c e l l .  A s  s e e n  
i n  F i g u r e  3 . 2 7  ( A )  a n d  3 . 2 8  ( A ) ,  b o t h  t h e  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r a  b o u n d  n o n -  
s p e c i f i c a l l y  t o  t h e  C M  d e x t r a n  s u r f a c e .  F o r  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l ,  a  r e s p o n s e  o f  
1 , 3 9 4 R U  w a s  o b s e r v e d  w h e n  s a m p l e  w a s  p a s s e d  o v e r  t h e  P L D  s u r f a c e ;  h o w e v e r ,  a  
r e s p o n s e  o f  1 , 2 6 6 R U  w a s  o b s e r v e d  w h e n  i t  w a s  i n j e c t e d  o v e r  t h e  r e f e r e n c e  s u r f a c e  
( F i g u r e  3 . 2 7  ( A ) ) .  
T o  o v e r c o m e  t h i s  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g ,  c a r b o x y m e t h y l  d e x t r a n  s o d i u m  s a l t  ( H u k a  
C h e m i e )  w a s  a d d e d  t o  t h e  H B S  d i l u e n t  b u f f e r  t o  c o m p e t e  w i t h  t h e  s u r f a c e  d e x t r a n  f o r  
b i n d i n g  t o  t h e  s e r u m  a n t i b o d i e s .  C M  d e x t r a n  s o d i u m  s a l t  i s  c o m m o n l y  u s e d  i n  
B i a c o r e  a s s a y s  w h e n  d e a l i n g  w i t h  c o m p l e x  m a t r i c e s  ( J o n g e r i u s - G o r t e m a k e r  e t  a l . ,  
2 0 0 2 ;  Y a n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e  s e r u m  c o n t r o l s  w e r e  d i l u t e d  i n  H B S  c o n t a i n i n g  
1 2 r n g l m l  C M  d e x t r a n  s o d i u m  s a l t  a n d  p a s s e d  o v e r  t h e  s e n s o r  s u r f a c e  a t  a  f l o w r a t e  o f  
5 f l m i n  f o r  2  m i n u t e s  a n d  t h e  b i n d i n g  r e s p o n s e  m o n i t o r e d .  T h e  r e s u l t s ,  s h o w n  i n  
F i g u r e  3 . 2 7  ( B )  a n d  3 . 2 8  ( B ) ,  i l l u s t r a t e s  t h a t  a d d i t i o n  o f  C M  d e x t r a n  t o  t h e  s e r u m  
d i l u e n t  g r e a t l y  r e d u c e d  t h e  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  a n d  i n t e r f e r e n c e  f r o m  t h e  s e r u m  
m a t r i x .  
3 . 2 . 3 . 4  F e a s i b i l i t y  s t u d i e s  
I n i t i a l  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  s e r u m  c o n t r o l  s a m p l e s  t o  d e t e r m i n e  t h e  
f e a s i b i l i t y  o f  t h e  B i a c o r e  a s s a y ,  i . e .  w h e t h e r  t h e  P L D  i m m o b i l i s e d  o n  t h e  c h i p  s u r f a c e  
c o u l d  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  s e r a  f r o m  C L A  i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  s h e e p .  T h e  n i n e  
s e r a  c o n t r o l s ,  a s  u s e d  p r e v i o u s l y  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  i n d i r e c t  E L I S A ,  w e r e  e a c h  
i n j e c t e d  o v e r  t h e  i m m o b i l i s e d  P L D  c h i p  s u r f a c e  a n d  t h e  r e s p o n s e  m o n i t o r e d .  T h e  
r e s u l t s ,  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  3 . 2 9 ,  d e m o n s t r a t e  t h e  i m m o b i l i s e d  p r o t e i n  c o u l d  
d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  C L A - p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r a .  
F i g a m  3.2?. 8 1 % f o g m s  B t n M m t i w  & e  @kvme k  m m  q f  , t h e  p m M w ,  s e r u m  
m & v i ' ( A )  w - u t  o r  ( g J  w i t h  Chf &mm & h  msemm; Q f  a  & W a n  q f i m ,  w a s  
passe8 e v a r  t h i e  P L D  f m # b d I h d  
t k t  d a t w n  m t f .  at a $ m l r r r # t e  o f  
S & h & & r  2  r r t i n ,  (A) A p p m x i -  I J B R U  W  aBstz& w h &  tk p o s i t i v e  m 1 m I  W  
p i i r e d  o v e r  d i p  h m o b i f  c @ . m .  & m r ,  u m s p w ~  i $ l , Z b b  w d s  w a s  d d  
w h  t h e  s e r u m  w a s  p m d  8 M r  t . h  &aHf~W d @ m  a & i w  i W W I r r g  a  h i g h  d d g m  q f  
m t t + p @ &  b h & g .  ( B )  ~ 1 h h g  d W n .  $ C M  M  t k m n p k  d # h m  a  w p o =  
o f  7 4 9 R Z F  a d  3 0 R U  w& d g d  w k n  f i e  p m i d t  m ~ m L ' w s p @ d  over i d I i & t d  
d  ~ ~ ~ w  w l I ,  r I 3 s p f l w l y ,  
F & e  3 s  b F e w q m m s  & u n s t m r t i n g  f i  Wrmze k  r q w m e  e f  t h e  n t r g a f h  s e ~ s u n  
c m t r d  l i l )  w M u t  o r  ( B )  w i t h  & , & m  m i f i r m 2  m l t .  T h e  s w u m ,  u t  t l r  d I M m  q f J O ,  wm 
p d o w ~ P ~ ~ ~ M ~ I M C l # h e r q f c ~  d ~ ~ s ~ a t u ~ ~ a ~  
5- $br 2  mdR: ( 4  A p p m i w a t d y  2 2 5 R t l  # a #  o b s e M  W h e n  r k  wa€w o p ~ m l  ,wm 
m d  W N  th h ~ l b i l h g d  P L l ?  s u & a  H k x w e w r ,  a  m p m w  
d t s  I s r ; a r :  Q B B W &  
* e n  t h e  n e g a t r l  t ~ m 1  w p m &  w e  r k i z  u n m i t w e d  & x t r a r e  ~ r u f n o e  w i c a f b g  a  h i &  
& g m  o f m q w e & T c  b i d &  6 f t h e  a m  t o  h  d e x s r c m  w j b c e .  F . h & g  
a d $ . i c i o w  @  W  & m  t o  r J j B  m p d e  &mrlb, a  Q  q f 7 d R U  a d  2 4 R U  wm o b m v e d  
t h e  mg& eplasml was ~ d  a m  t h e  h w b W  m d  m @ r n  & w  t e l l ,  
r e p t ? c f t c f t W l y ,  
F i g u r e  3 . 2 9 .  
I n i t i a l  f e a s i b i l i t y  s t u d i e s  o n  t h e  B i a c o r e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  G a s e o u s  
l y m p h a d e n i t i s .  T h e  f i v e  p o s i t i v e  a n d  f o u r  n e g a t i v e  c o n t r o l  s e r u m  s a m p l e s  w e r e  t e s t e d  a g a i n s t  
t h e  P W  i m m o b i l i s e d  s u f l a c e .  T h e  n o r m a l i s e d  r e s p o n s e  u n i t s  ( R U )  w e r e  o b t a i n e d  f o r  e a c h  
c o n t r o l  a n d  p l o t t e d  o n  a  b a r  c h a r t .  T h e  P L D  a n t i g e n ,  i m m o b i l i s e d  o n  t h e  s e n s o r  c h i p  s u f l m e  
w a s  f o u n d  t o  b e  c a p a b l e  o f  d i s c r i m i n a t i n g  b e t w e e n  C L A - p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r a .  
3 . 2 . 3 . 5  R e g e n e r a t i o n  s t u d i e s  
O n c e  i t  w a s  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  B i a c o r e  s y s t e m  h a d  p o t e n t i a l  a s  a  d i a g n o s t i c  t o o l  f o r  
t h e  d e t e c t i o n  o f  C L A ,  t h e  n e x t  s t e p  w a s  t o  o p t i m i s e  t h e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i p  
s u r f a c e  s o  i t  c o u l d  b e  u s e d  f o r  t e s t i n g  n u m e r o u s  s e r u m  s a m p l e s .  M i l d  r e g e n e r a t i o n  o f  
t h e  c h i p  s u r f a c e  i s  e s s e n t i a l  f o r  s u s t a i n a b l e  a n d  o p t i m a l  u s e  w i t h  a  l a r g e  s a m p l e  s e r i e s .  
A  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i o n  s o l u t i o n s  w e r e  e v a l u a t e d  b u t  s o d i u m  h y d r o x i d e  w a s  f o u n d  
t o  b e  s u i t a b l e  f o r  c o m p l e t e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  s u r f a c e .  W h e n  s e r a  s a m p l e s  w e r e  
d i l u t e d  4 0 - f o l d ,  t h e  n o r m a l i s e d  r e s p o n s e  f o r  t h e  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c o n t r o l s  w a s  
f o u n d  t o  b e  6 4 0  a n d  2 5 R U ,  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  3 . 2 9 ) .  A l l  r e s p o n s e s  w e r e  n o r m a l i s e d  
b y  s u b t r a c t i n g  t h e  r e s p o n s e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  f l o w  c e l l  w i t h  n o  i m m o b i l i s e d  a n t i g e n  
( r e f e r e n c e  f l o w  c e l l ) .  T h e  s e r u m  w a s  p a s s e d  o v e r  t h e  s e n s o r  c h i p  s u r f a c e  a t  a  f l o w r a t e  
o f  S p u r n i n  f o r  2  m i n u t e s  a n d  t h e  r e s p o n s e  r e c o r d e d  3 0  s e c o n d s  a f t e r  t h e  e n d  o f  
i n j e c t i o n .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  a  5111 i n j e c t i o n  o f  2 0 m M  s o d i u m  h y d r o x i d e ,  w h i c h  
a l l o w e d  c o m p l e t e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i p  s u r f a c e ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 3 0 .  
T h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  r e g e n e r a t i o n  p r o c e s s  w a s  t h e n  e v a l u a t e d  b y  p e r f o r m i n g  m u l t i p l e  
( i . e .  2 0 )  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s  o n  t h e  P L D  i m m o b i l i s e d  s u r f a c e ,  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  3 . 3 1 .  T h e  p o s i t i v e  s e r u m  c o n t r o l ,  d i l u t e d  4 0 - f o l d  w a s  i n j e c t e d  o v e r  t h e  s e n s o r  
s u r f a c e  a t  a  f l o w r a t e  o f  S f l m i n  f o r  2  m i n u t e s  a n d  s p e c i f i c  b o u n d  a n t i b o d i e s  r e m o v e d  
w i t h  a  3 0  s e c o n d  p u l s e  o f  2 0 m M  N a O H  a t  a  f l o w r a t e  o f  I O f l m i n .  O v e r  t h e  t w e n t y  
b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s ,  a n  i n c r e a s e  o f  1 4 . 5 %  i n  r e s p o n s e  s i g n a l  w a s  o b s e r v e d .  
T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  r e g e n e r a t i o n  s o l u t i o n  w a s  n o t  e f f e c t i v e  i n  c o m p l e t e l y  r e m o v i n g  
a l l  b o u n d  s e r u m  a n t i b o d i e s .  I t  w a s  t h e r e f o r e  d e c i d e d  t o  u s e  a  h i g h e r  d i l u t i o n  o f  s e r a  i n  
s u b s e q u e n t  a n a l y s e s ,  a s  m o r e  c o n c e n t r a t e d  s e r a  s a m p l e s  w o u l d  r e q u i r e  h a r s h e r  
s o l u t i o n s  t o  f u l l y  r e g e n e r a t e  t h e  c h i p  s u r f a c e  a n d  w o u l d  u l t i m a t e l y  a f f e c t  t h e  l i f e t i m e  
o f  t h e  P L D - i m m o b i l i s e d  s u r f a c e .  
B W P .  
B S m .  
m -  -  P L D  
e m -  
-  C M d e x t r a n  
-  a  
L  
9 :  -1- 
F i g u r e  3 . 3 0 .  S e n s o g r a m s  s h o w i n g  ( A )  t h e  p o s i t i v e  a n d  ( B )  t h e  n e g a t i v e  s e r a  b e i n g  p a s s e d  
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9 W 0  
o v e r  t h e  c h i p  s u r f a c e .  T h e  s e r a  w a s  p a s s e d  o v e r  a t  a  f l o w r a t e  o f  5 p V m i n  f o r  2 m i n ,  t h e  s p e c @  
s e r u m  a n t i b o d i e s  b o u n d  t o  P L D  a n d  t h e  s u r f a c e  w a s  r e g e n e r a t e d  w i t h  5 p 1  o f  2 0 m M  N a O H ,  
B  9  
m -  
w .  
* -  
w h i c h  a l l o w e d  c o m p l e t e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  s u r f a c e .  
L  
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T i m e  ( s )  
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F i g u r e  3 . 3 1 .  R e g e n e r a t i o n  p r o f i l e .  T w e n t y  c o n s e c u t i v e  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s  w e r e  
c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  p o s i t i v e  s e r u m  c o n t r o l ,  G B 0 4 - 0 1 3 2 8 3 .  T h e  s e r u m  w a s  i n j e c t e d  o v e r  b o t h  
t h e  P L D - i m n z o b i l i s e d  a n d  r e f e r e n c e  C M  d e x t r a n  s u r f a c e  a t  a  f l o w r a t e  o f  S p W r n i n  . f o r  2  
m i n u t e s ,  f o l l o w e d  b y  a  p u l s e  o f  2 0 m M  N a O H  a t  a  f l o w r a t e  o f  l O p l / m i n  f o r  3 0  s e c o n d s ,  t o  
r e m o v e  b o u n d  C U - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  a f t e r  e a c h  b i n d i n g  c y c l e .  A n  i n c r e a s e  i n  b i n d i n g  
r e s p o n s e  w a s  o b s e r v e d  i n d i c a t i n g  t h e  r e g e n e r a t i o n  s o l u t i o n  d i d  n o t  e n a b l e  c o m p l e t e  
r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i p  s u r f a c e .  
I  
- 3 6 0 0 3 3 q  
0  1  1 0 0  1 5 0  2 0 0  2 5 0  a 0 0  3 5 0  
T i m e  ( s )  
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3 . 2 . 3 . 6  O p t i m i s a t i o n  o f  s h e e p  s e r u m  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  a  B i a c o r e  a s s a y  
A l t h o u g h  h i g h e r  r e s p o n s e s  c a n  b e  o b t a i n e d  w i t h  l e s s  d i l u t i o n  o f  s e r a ,  i t  c o m p l i c a t e s  
t h e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i p  s u r f a c e ,  a s  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  a  h i g h e r  
d i l u t i o n  o f  s e r a ,  w h i c h  a l l o w e d  c o m p l e t e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  s u r f a c e  w i t h o u t  t h e  n e e d  
f o r  h a r s h  r e g e n e r a t i o n  s o l u t i o n s ,  w a s  r e q u i r e d .  S e r i a l  t w o - f o l d  d i l u t i o n s  o f  t h e  s h e e p  
p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c o n t r o l s  w e r e  p r e p a r e d  t o  d e t e r m i n e  w h i c h  d i l u t i o n  e n a b l e d  
o p t i m a l  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r a .  D i l u t i o n s ,  r a n g i n g  f r o m  
1 / 1 0  t o  1 1 1 6 0  w e r e  p r e p a r e d  i n  H B S  c o n t a i n i n g  1 2 m g l m l  C M  d e x t r a n  s o d i u m  s a l t  a n d  
i n j e c t e d  o v e r  t h e  c h i p  s u r f a c e .  R e s p o n s e  v a l u e s  w e r e  r e c o r d e d  a n d  s u b s e q u e n t l y  
p l o t t e d  o n  a  b a r  c h a r t ,  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  3 . 3 2 .  F r o m  t h e  r e s u l t s  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  
e v e n  d i l u t i n g  t h e  c o n t r o l s  1 6 0 - f o l d ,  t h e  P L D  B i a c o r e  a s s a y  s t i l l  e n a b l e d  
d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r a .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  t h e n  g r a p h e d  t o  
a s s e s s  t h e  l i n e a r i t y  o f  t h e  a s s a y ,  w h e r e  e a c h  t w o - f o l d  d i l u t i o n  d e m o n s t r a t e d  r o u g h l y  a  
t w o - f o l d  d e c r e a s e  i n  r e s p o n s e  u n i t s  a s  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 3 3 .  A s  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y ,  a  
1 / 4 0  d i l u t i o n  o f  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  w o u l d  r e q u i r e  h a r s h e r  s o l u t i o n s  t o  f u l l y  
r e g e n e r a t e  t h e  c h i p  s u r f a c e .  T h e r e f o r e ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  u s e  a  h i g h e r  d i l u t i o n  o f  s e r a ,  
i . e .  a  1 / 8 0  d i l u t i o n ,  i n  s u b s e q u e n t  a n a l y s e s .  A t  t h i s  d i l u t i o n  t h e  r e s p o n s e  f r o m  t h e  
p o s i t i v e  c o n t r o l  i s  s t i l l  q u i t e  h i g h  ( a p p r o x .  4 0 0 R U ) ,  w h i c h  c a n  b e  e a s i l y  d i s t i n g u i s h e d  
f r o m  t h e  r e s p o n s e  f r o m  t h e  n e g a t i v e  s e r u m  c o n t r o l  ( a p p r o x .  2 0 R U ) .  
T o  e n s u r e  t h e  l i n e a r i t y  o f  r e s p o n s e ,  a s  s e e n  w i t h  t h e  c o n t r o l  s e r a ,  w o u l d  b e  o b s e r v e d  
w h e n  t e s t i n g  t h e  r e f e r e n c e  s e r a ,  t h e  f i r s t  e i g h t e e n  o f  t h e  r e f e r e n c e  s a m p l e s  ( n = 9 2 )  
w e r e  e x a m i n e d .  T h e  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c o n t r o l s  a n d  r e f e r e n c e  s e r u m  s a m p l e s  
( n = 1 8 )  w e r e  a n a l y s e d  i n  t r i p l i c a t e  a t  a  4 0  a n d  8 0 - f o l d  d i l u t i o n ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 3 4  
( A ) .  T h e  v a l u e s  w e r e  t h e n  n o r m a l i s e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e i r  r e s p e c t i v e  r e s p o n s e  u n i t s  
( R U )  a s  a  p e r c e n t a g e  t h e  p o s i t i v e  s e r u m  c o n t r o l ,  w h i c h  w a s  i n c l u d e d  i n  e a c h  r u n ,  a s  
s e e n  i n  F i g u r e  3 . 3 4  ( B ) .  T h e  C V s  w e r e  t h e n  d e t e r m i n e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  o f  t h e  r e p l i c a t e s  o v e r  t h e  m e a n  o f  t h e  r e p l i c a t e s .  T h e  C V s  w e r e  f o u n d  t o  b e  
a l l  b e l o w  2 0 % ,  w h i c h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t w o  s a m p l e s ,  n u m b e r  1 8  a n d  4 0 ,  w h i c h  g a v e  
C V  v a l u e s  o f  3 6 . 8 5  a n d  3 2 . 6 9 % ,  r e s p e c t i v e l y .  H o w e v e r ,  t h e s e  r e s p o n s e  v a l u e s  f o r  t h e  
n e g a t i v e  s e r a  w e r e  a p p r o a c h i n g  z e r o ,  i n  w h i c h  c a s e  t h e  C V s  a r e  n o t  s i g n i f i c a n t .  I t  w a s  
t h u s  d e c i d e d  t o  u s e  a  d i l u t i o n  o f  1 / 8 0  f o r  s u b s e q u e n t  s c r e e n i n g  o f  t h e  r e f e r e n c e  
s a m p l e s .  
2 0 0  
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1 0  2 0  4 0  8 0  1 6 0  
1 1 S e r u m  M l u t l o n  
b i t w e  -  G B 0 4 - 0 1 3 2 8 3  
N e g a t i v e  -  G B 0 4 - 0 1 3 2 7 9  
F i g u r e  3 . 3 2 .  O p t i m i s a t i o n  o f  t h e  s e r u m  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  t h e  P L D  B i a c o r e  a s s a y .  S e r u m  
d i l u t i o n s ,  r a n g i n g  f r o m  1 / 1 0  t o  1 / 1 6 0 ,  w e r e  t e s t e d  i n  o r d e r  t o  d e t e n n i n e  w h i c h  c o n c e n t r a t i o n  
e n u b l e d  o p t i m a l  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r u m  c o n t r o l s .  
+ - - - - 4 - - +  -  - 9 .  -  -  --* ,  ,  
1 0  1 0 0  1 0 0 0  
1 l S e r u m  H l u t l o n  
F i g u r e  3 . 3 3 .  
S e r i a l  t w o - f o l d  d i l u t i o n s  o f  t h e  s h e e p  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c o n t r o l s  w e r e  
p r e p a r e d  t o  e x a m i n e  t h e  l i n e a r i t y  o f  t h e  a s s a y .  T h e  s e r i e s  o f  d i l u t i o n s ,  r a n g i n g  f r o m  1 / 1 0  t o  
I / 1 6 0 ,  r e v e a l e d  l i n e a r  r e s p o n s e s  f o r  a n t i - C .  ~ s e u d o t u b e r c u ~ o s i s  a n t i b o d i e s  b i n d i n g  t o  t h e  
P L D - i m m o b i l i s e d  s u r f a c e .  
( A )  1 0 0 0  -  ?  1 4 0  milon 
9 0 0  -  7 / 8 0  d h i k ~ f l  
5  8 0 0  
5  7 0 0  
E  s o 0  
P: 4 0 0  . -  
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S a m p l e  N u m b e r  
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S a m p l e  N u m b e r  
F i g u r e  3 . 3 4 .  A s s e s s m e n t  o f  t h e  l i n e a r i t y  o f  r e s p o n s e  o f  t h e  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c o n t r o l s  a n d  
1 8  o f  t h e  r e f e r e n c e  s e r a .  ( A )  E a c h  s e r u m s  s a m p l e  w a s  a n a l y s e d  i n  t r i p l i c a t e  a t  a  4 0  a n d  8 0 -  
f o l d  d i l u t i o n .  ( B )  T h e  v a l u e s  w e r e  t h e n  n o r m a l i s e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e i r  r e s p e c t i v e  a b s o r b a n c e  
v a l u e s  a s  a  p e r c e n t a g e  t h e  p o s i t i v e  s e r u m  c o n t r o l ,  w h i c h  w a s  i n c l u d e d  i n  e a c h  r u n .  T h e  C V s  
w e r e  t h e n  d e t e r m i n e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  r e p l i c a t e s  o v e r  t h e  m e a n  o f  
t h e  r e p l i c a t e s .  T h e  C V s  w e r e  f o u n d  t o  b e  a l l  b e l o w  2 0 % ,  w h i c h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t w o  s a m p l e s ,  
n u m b e r  1 8  a n d  4 0 ,  w h i c h  g a v e  C V  v a l u e s  o f  3 6 . 8 5  a n d  3 2 . 6 9 % ,  r e s p e c t i v e l y .  
3 . 2 . 3 . 7  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a s s a y  p e r f o r m a n c e  
S e r u m  s a m p l e s  ( n = 9 2 ) ,  d i l u t e d  8 0 - f o l d  i n  H B S  c o n t a i n i n g  1 2 m g l m l  C M  d e x t r a n  
s o d i u m  s a l t ,  w e r e  t r a n s f e r r e d  i n t o  i n d i v i d u a l  g l a s s  v i a l s ,  w h i c h  w e r e  p o s i t i o n e d  i n  t h e  
a u t o  s a m p l e r  o f  t h e  B i a c o r e  3 0 0 0 T M .  S a m p l e s  w e r e  t h e n  i n j e c t e d  o v e r  t h e  s e n s o r  
s u r f a c e  a t  a  f l o w r a t e  o f  5 p l l m i n  f o r  2  m i n u t e s  a n d  t h e  r e s p o n s e  r e c o r d e d  3 0  s e c o n d s  
a f t e r  t h e  e n d  o f  i n j e c t i o n .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  a  5 p l  i n j e c t i o n  o f  2 0 m M  N a O H ,  
w h i c h  a l l o w e d  t h e  c o m p l e t e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i p  s u r f a c e .  A l l  n i n e t y - t w o  s a m p l e s  
w e r e  t e s t e d  i n  t r i p l i c a t e  a n d  r e s u l t s  w e r e  n o r m a l i s e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e i r  r e s p e c t i v e  
r e s p o n s e  u n i t s  ( R U )  v a l u e s  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  ( F i g u r e  3 . 3 6 ) .  
T h e  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  r e s p o n s e s  o f  t h e  s e r a  w e r e  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  i n  t e r m s  o f  
r e s p o n s e  u n i t s  ( R U )  w i t h  a n  a v e r a g e  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 0 R U .  T h e  C V s  w e r e  
d e t e r m i n e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  r e p l i c a t e s  o v e r  t h e  m e a n  o f  t h e  
r e p l i c a t e s .  T h e  i n t r a - a s s a y  ( w i t h i n  t h e  r u n )  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n  ( C V s )  r a n g e d  
f r o m  0 . 3 3  t o  9 . 7 6 % ,  w i t h  a  s i n g l e  o u t l i e r  a t  1 3 . 4 8 % .  8 3 %  o f  a l l  t h e  n i n e t y - t w o  
s a m p l e s  t e s t e d  h a d  a  C V  o f  l e s s  t h a n  5 % .  A l l  n i n e t y - t w o  s e r a  s a m p l e s  w e r e  t e s t e d  i n  a  
c o n t i n u o u s  r u n ,  w i t h  n e g a t i v e  a n d  p o s i t i v e  c o n t r o l s  i n c l u d e d  a f t e r  e v e r y  t w e n t y  s e r u m  
s a m p l e s .  I n  t o t a l  3 0 6  a n a l y s e s  p e r  f l o w  c e l l  w e r e  c o n d u c t e d  s u c c e s s f u l l y  i n  a  
c o n t i n u o u s  s e r i e s .  T h e  i m r n o b i l i s e d  P L D  s u r f a c e  w e n t  t h r o u g h  a  2 6 4  b i n d i n g -  
r e g e n e r a t i o n  c y c l e s  ( i . e .  e q u i v a l e n t  t o  a n a l y s i n g  8 0  s e r u m  s a m p l e s  b e f o r e  a  s i g n i f i c a n t  
( > 2 0 %  o r i g i n a l  b i n d i n g  c a p a c i t y )  d e c r e a s e  i n  b i n d i n g  c a p a c i t y  w a s  o b s e r v e d  a n d  t h e  
b a s e l i n e  r e m a i n e d  s t a b l e ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  3 . 3 5 .  
T h e  n e x t  s t e p  w a s  t o  d e t e r m i n e  t h e  c u t - o f f  p o i n t ,  w h i c h  r e q u i r e s  m u c h  a t t e n t i o n  a s  i t s  
l e v e l  d e t e r m i n e s  t h e  f a l s e - p o s i t i v e l f a l s e - n e g a t i v e  r a t i o .  A  c u t - o f f  p o i n t  8 . 1 %  w a s  
d e t e r m i n e d  a s  t h e  a v e r a g e  r e s p o n s e  o f  t h e  n e g a t i v e  s e r a  c o n t r o l  t h r o u g h o u t  t h e  
a n a l y s e s  p l u s  t h r e e  t i m e s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n .  A s  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 3 6 ,  u s i n g  t h i s  
c u t - o f f  p o i n t ,  f o r t y - n i n e  o f  t h e  s a m p l e s  w e r e  d e t e r m i n e d  p o s i t i v e  a n d  f o r t y - t h r e e  
n e g a t i v e .  T o  d e t e r m i n e  t h e  d i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  ( D S n )  a n d  d i a g n o s t i c  s p e c i f i c i t y  
( D S p )  o f  t h e  B i a c o r e  a s s a y ,  r e s u l t s  w e r e  c o m p a r e d  t o  t h a t  o b t a i n e d  i n  L e l y s t a d .  A  
D S n  o f  8 6 %  a n d  a  D S p  o f  7 6 %  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  o u t l i n e d  i n  F i g  3 . 3 7 .  C o m p a r i n g  
t h e  r e s u l t s  t o  t h a t  f o u n d  i n  t h e  i n d i r e c t  P L D  E L I S A ,  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  3 . 2 . 2 ,  i t  w a s  
c a l c u l a t e d  t h a t  9 5 . 5 %  o f  s e r u m  s a m p l e s  t h a t  g a v e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  i n  t h e  E L I S A  a l s o  
g a v e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  i n  t h e  B i a c o r e  a s s a y .  O v e r a l l  9 1 . 3 %  o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  
t h e  B i a c o r e  a s s a y  g a v e  t h e  s a m e  r e s u l t  a s  t h a t  f o u n d  i n  t h e  E L I S A .  O f  t h e  n i n e t y  t w o  
s e r a  a n a l y s e d ,  o n l y  e i g h t  s a m p l e s  g a v e  c o n f l i c t i n g  r e s u l t s  i n  t h e  B i a c o r e  a s s a y ,  s i x  o f  
t h e s e  w e r e  w i t h i n  f l %  o f  t h e  c u t - o f f  p o i n t ,  s o  t h e r e f o r e  c o u l d  b e  c o n s i d e r e d  
i n c o n c l u s i v e .  
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R e g e n e r a t i o n  M m  b e r  
F i g u r e  3 . 3 5 .  R e g e n e r a t i o n  p r o f i l e  f o r  t h e  f i r s t  ( 1 - 2 5 )  a n d  l a s t  ( 2 8 2 - 3 0 6 )  t w e n t y - f i v e  s e r u m  
s a m p l e s  a n a l y s e d .  3 0 6  c o n s e c u t i v e  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a  
c o n t i n u o u s  s e r i e s .  E a c h  s e r u m  s a m p l e  w a s  i n j e c t e d  o v e r  b o t h  t h e  P L D - i m m o b i l i s e d  a n d  
r e f e r e n c e  s u q a c e  a t  a f l o w r a t e  o f  5 , u V m i n  f o r  2  m i n u t e s ,  f o l l o w e d  b y  a  p u l s e  o f  2 0 m M  N a O H  
a t  a f l o w r a t e  o f  1 0 p V m i n  f o r  3 0  s e c o n d s ,  t o  r e m o v e  b o u n d  C L A - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  a f t e r  e a c h  
b i n d i n g  c y c l e .  T h e  b a s e l i n e  r e m a i n e d  s t a b l e  t h r o u g h o u t  t h e  r u n ,  w i t h  o n l y  a  3 %  i n c r e a s e  i n  
o b s e r v e d .  
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S a m p l e  F l u r n b e r  
F i g u r e  3 . 3 6 .  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  B i a c o r e  a s s a y  p e r f o m z a n c e .  T h e  a s s a y  w a s  a s s e s s e d  f o r  
u s e  a s  a  d i a g m s t i c  a s s a y  f o r  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  ( C L A )  i n  s h e e p  s e r u m  s a m p l e s .  T h e  a s s a y  
w a s  p e $ o r m e d  u s i n g  a  p a n e l  o f  4 4  p r e v i o u s l y  d e t e r m i n e d  L e l y s t a d  E L I S A - p o s i t i v e  a n d  4 8  
E L I S A - n e g a t i v e  r e f e r e n c e  s a m p l e s .  T h e  a b s o r b a n c e  v a l u e  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  r e c o r d e d  a t  
4 0 5 n m  a n d  t h e  m e a n  p l o t t e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  m e a n  a b s o r b a n c e  o b t a i n e d  f o r  t h e  
p o s i t i v e  c o n t r o l  s a m p l e .  U s i n g  a  c u t - o f f  p o i n t  o f  8 . 1  %, 4 9  o f  t h e  s e r u m  s a m p l e s  t e s t e d  w e r e  
f o u n d  t o  b e  p o s i t i v e  a n d  4 3  n e g a t i v e .  T w o  s a m p l e s ,  n u m b e r  4  a n d  1 0 ,  w h i c h  w e r e  n o t  
i n c l u d e d  o n  t h e  b a r  c h a r t ,  g a v e  a  r e s p o n s e  a s  h i g h  a s  1 6 9 . 3 %  a n d  5 3 . 8 3 %  o f  t h e  p o s i t i v e  
c o n t r o l ,  w h i c h  c o r r e k t e d  w i t h  t h e  r e s p o n s e  f r o m  t h e  s a m e  s a m p l e s  t e s t e d  p r e v i o u s l y  i n  t h e  
i n d i r e c t  E L J S A .  
F i g i l r e  3 . 3 7 .  D i n g n o s t i c  s e n s i r i v i l y  ( D S n )  a n d  d i a g ~ ~ o s t i c  s p e c i f i c i ~  [ D S p )  c a l c u l a t i o n s  f o r  
r l r e  P L D  B i u c o m  a s s a y .  R e s l r l t s  y i e l d e d  o  r i i a g n o s t i c  s e n s i t i v i f y  g f 8 6 9 5  a n d  s p e c . $ c i r y  ~ $ 7 6 9 6 .  
3 . 3  D i s c u s s i o n  
T h e  m a i n  f o c u s  o f  t h i s  c h a p t e r  w a s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a  r e c o m b i n a n t  f o r m  o f  t h e  
p h o s p h o l i p a s e  D  ( P L D )  e x o t o x i n  f r o m  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  a n d  i t s  s u b s e q u e n t  u s e  
i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  E L I S A  a n d  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  C L A  
i n f e c t i o n  i n  s h e e p .  
T h e  P L D  g e n e  f r o m  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  c l o n e d  i n t o  t h e  
c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  v e c t o r  p T r c H i s B  ( S o n g e r  e t  a l . ,  1 9 9 0 ;  M e n z i e s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
T h i s  p T r c H i s B  p l a s m i d  b e a r i n g  t h e  P L D  g e n e  ( r e f e r r e d  t o  a s  p J G S 9 0 )  w a s  i s o l a t e d  
f r o m  E .  c o l i  D H 5 a  c e l l s  a n d  r e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  c o n f i r m e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  P L D  
g e n e  a t  a p p r o x i m a t e l y  8 5 0 b p .  T h e  p l a s m i d  w a s  s u b s e q u e n t l y  t r a n s f o r m e d  i n t o  
c o m p e t e n t  X L 1 0 - G o l d  E .  c o l i  c e l l s  f o r  h i g h - l e v e l  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  a n d  a  n u m b e r  o f  
t r a n s f o m a n t s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  i n i t i a l  s m a l l - s c a l e  e x p r e s s i o n .  T h i s  c o n f i r m e d  t h e  
p r e s e n c e  o f  t h e  P L D  p r o t e i n  a t  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 5 k D a ,  a  s i z e  
w h i c h  c o r r e s p o n d s  w i t h  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  r e s e a r c h  ( M e n z i e s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  O n c e  
t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p r o t e i n  w a s  v e r i f i e d ,  p r o t e i n  s o l u b i l i t y  a n a l y s i s  w a s  r e q u i r e d  f o r  
h i g h - l e v e l  p r o t e i n  r e c o v e r y .  R e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  o v e r - e x p r e s s i o n  o f  P L D  r e s u l t e d  i n  
t h e  f o r m a t i o n  o f  i n c l u s i o n  b o d i e s ,  w h i c h  c o u l d  b e  s o l u b i l i s e d  w i t h  a  d e n a t u r a n t  
c o n t a i n i n g  8 M  u r e a .  T h i s  r e s u l t  w a s  a l s o  c o n f i r m e d  u s i n g  a  w e b - b a s e d  p r o g r a m  
d e s i g n e d  f o r  p r o t e i n  s o l u b i l i t y  d e t e r m i n a t i o n  ( H a r r i s o n ,  2 0 0 0 ) .  F r o m  t h e  p r o t e i n  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e ,  t h e  p r o g r a m  c o n c l u d e d  t h a t  P L D  h a s  a  6 7 %  c h a n c e  o f  
i n s o l u b i l i t y  w h e n  o v e r - e x p r e s s e d  i n  E .  c o l i .  T h e  u r e a  d e n a t u r a n t  w a s  t h e r e f o r e  u s e d  
f o r  t h e  s u b s e q u e n t  i s o l a t i o n  o f  P L D ,  f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  i n  X L 1 0 - G o l d  E .  c o l i .  
S e v e r a l  p a r a m e t e r s  w e r e  t h e n  o p t i m i s e d  f o r  h i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  
p r o t e i n ,  i n c l u d i n g  I P T G  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  i n d u c t i o n  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n ,  s o n i c a t i o n  
c o n d i t i o n s  a n d  i n c u b a t i o n  t i m e  p o s t  i n d u c t i o n .  O p t i m i s a t i o n  o f  I P T G  c o n c e n t r a t i o n  i s  
v i t a l  t o  e n s u r e  s o  t h a t  t h e  h i g h e s t  l e v e l  o f  e x p r e s s i o n  i s  a t t a i n e d  w i t h o u t  t h e  l e v e l s  o f  
I P T G  o r  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  b e c o m i n g  t o x i c  t o  t h e  h o s t  c e l l  ( L i u  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  F o r  t h i s  
r e a s o n ,  a  c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t  o f  I P T G  w a s  s e t  u p  t o  d e t e r m i n e  t h e  o p t i m a l  
c o n c e n t r a t i o n ,  w h i c h  w a s  f o u n d  t o  b e  0 . 0 5 m M .  F o r  s u c c e s s f u l  i s o l a t i o n  o f  t h e  d e s i r e d  
p r o t e i n ,  s o n i c a t i o n  c o n d i t i o n s  w e r e  a l s o  o p t i m i s e d .  P r o l o n g e d  s o n i c a t i o n  t i m e s  c a n  
h a v e  a d v e r s e  e f f e c t s  a n d  m a y  l e a d  t o  b r e a k d o w n  o f  f u s i o n  p r o t e i n s  ( A u s u b e l  e t  a l . ,  
1 9 9 5 ) .  F o r  t h a t  r e a s o n ,  v a r y i n g  s o n i c a t i o n  t i m e s  w e r e  i n v e s t i g a t e d ,  h o w e v e r ,  v e r y  
l i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  P L D  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w a s  o b s e r v e d  w i t h  o r  w i t h o u t  s o n i c a t i o n .  
H e n c e ,  f o r  l a r g e - s c a l e  e x p r e s s i o n  s o n i c a t i o n  w a s  n o t  n e c e s s a r y  a n d  c e l l s  w e r e  l y s e d  
b y  g e n t l e  v o r t e x i n g .  A  t i m e - c o u r s e  e x p e r i m e n t  d e t e r m i n e d  t h e  o p t i m a l  l e n g t h  o f  t i m e  
n e e d e d  f o r  m a x i m u m  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  f o u r  h o u r s  p o s t - i n d u c t i o n  w i t h  I P T G .  
F o u r  h o u r s  w a s  c h o s e n  a s  o p t i m a l  a s  i t  m i n i m i s e d  p r o t e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  a n d  ( H i s ) 6  
t a g  c l e a v a g e ,  a l t h o u g h  a f t e r  f i v e  h o u r s  t h e  s a m e  l e v e l s  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w e r e  
o b s e r v e d , .  T h e  P L D  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  t h e n  e x a m i n e d  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g  t o  
e n s u r e  t h e  N - t e r m i n a l  ( H i s ) 6  t a g  w a s  f u l l y  t r a n s l a t e d  a n d  h a d  n o t  b e e n  a d v e r s e l y  
a f f e c t e d  d u r i n g  c e l l  l y s i s .  T h e  p r o t e i n  r e a c t e d  s p e c i f i c a l l y  w i t h  t h e  a n t i - H i s  t a g  
a n t i b o d y ,  c o n f i r m i n g  t h e  h i s t i d i n e  t a g  w a s  a c c e s s i b l e  a n d  f u l l y  i n t a c t .  
T h e  o p t i m i s e d  p a r a m e t e r s ,  a s  d i s c u s s e d  a b o v e ,  w e r e  t h e n  a p p l i e d  f o r  t h e  l a r g e - s c a l e  
p r o d u c t i o n  o f  t h e  P L D  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n .  T h e  ( H i s ) 6 - t a g g e d  P L D  p r o t e i n  w a s  
s u b s e q u e n t l y  p u r i f i e d  u s i n g  i m m o b i l i s e d  m e t a l  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  ( I M A C )  t o  
r e m o v e  a n y  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s  r e m a i n i n g  w i t h i n  t h e  c y t o p l a s m i c  l y s a t e .  T h i s  i s  
a n  e s s e n t i a l  s t e p  i f  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  i s  t o  b e  u s e d  i n  a s s a y  d e v e l o p m e n t  a s  a n y  
c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s  m a y  c a u s e  i n t e r f e r e n c e .  T h e  p r o t e i n  w a s  d e n a t u r e d  w i t h  8 M  
u r e a ,  a p p l i e d  t o  t h e  N i - N T A  r e s i n  a n d  f o l l o w i n g  p H  s h o c k  e l u t i o n  t h e  p u r i t y  o f  t h e  
p r o t e i n  g r e a t l y  i n c r e a s e d  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  d e n a t u r e d  c e l l  l y s a t e .  T h e  d e n a t u r a n t  
w a s  t h e  r e m o v e d  u n d e r  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  a l l o w i n g  t h e  p r o t e i n  t o  r e f o l d .  H o w e v e r  
s u c c e e d i n g  t h e  r e f o l d i n g  p r o c e s s  t h e  y i e l d  o f  p r o t e i n  w a s  r e l a t i v e l y  l o w .  
C o n s e q u e n t l y ,  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  a l s o  e x p r e s s e d  a n d  p u r i f i e d  u n d e r  n a t i v e  
c o n d i t i o n s .  T o  m a x i m i s e  t h e  y i e l d  o f  s o l u b l e  p r o d u c t ,  a n  a d a p t e d  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  
B a r b a s  e t  a l .  ( 2 0 0 1 )  w a s  u s e d .  T h e  m e t h o d  e m p l o y s  a  s u p e r  b r o t h  ( S B )  m e d i a  f o r  
h i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  a n d  n a t i v e  p u r i f i c a t i o n  w a s  f a c i l i t a t e d  
u s i n g  i m i d a z o l e .  A  y i e l d  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 5 m g  o f  p u r e  p r o t e i n  w a s  o b t a i n e d  f r o m  a  
5 0 0 m l  c u l t u r e ,  w h i c h  i s  v e r y  s a t i s f a c t o r y  a s  t h e  m a n u f a c t u r e r s  ( Q i a g e n  L t d . )  e s t i m a t e  
a  y i e l d  o f  a p p r o x i m a t e l y  5 - 1 0  m g  o f  ( H i s ) 6 - t a g g e d  p r o t e i n  p e r  m i l l i l i t e r  o f  r e s i n .  
T h e  g e n e  e n c o d i n g  t h e  P L D  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  t h e n  s e q u e n c e d  a n d  a n a l y s i s  
i n d i c a t e d  1 0 0 %  h o m o l o g y  w i t h  a  p u b l i s h e d  s e q u e n c e ,  s u b m i t t e d  b y  S o n g e r  e t  a l .  
( 1 9 9 0 )  ( a c c e s s i o n  n u m b e r  L 1 6 5 8 7 ) .  T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  w a s  t h e n  d e d u c e d  u s i n g  
a  w e b - b a s e d  t r a n s l a t e  t o o l  ( E x p a s y )  a n d  t h e  r e s u l t s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  t w o  a m i n o  a c i d  
s e q u e n c e s  w e r e  i d e n t i c a l .  
O n c e  t h e  p r o t e i n  w a s  s u c c e s s f u l l y  p u r i f i e d ,  t h e  p o t e n t i a l  o f  t h e  P L D  r e c o m b i n a n t  
p r o t e i n  f o r  u s e  a s  a  d i a g n o s t i c  m a r k e r  o f  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  ( C L A )  w a s  t h e n  
i n v e s t i g a t e d  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g .  T h e  P L D  p r o t e i n  w a s  p r o b e d  w i t h  a  C L A - p o s i t i v e  
a n d  n e g a t i v e  s h e e p  s e r u m  s a m p l e  t o  e s t a b l i s h  w h e t h e r  C L A - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  
r e c o g n i s e d  t h e  p r o t e i n .  R e s u l t s  s h o w e d  t h a t  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  a b l e  t o  d e t e c t  
a n t i b o d i e s  t o  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  a n d  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  C L A - p o s i t i v e  a n d  
n e g a t i v e  s e r u m .  F o l l o w i n g  t h i s ,  t h e  p r o t e i n  w a s  t h e n  a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  
i n d i r e c t  E L I S A  f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  ( C L A )  i n  s h e e p  s e r a .  
T h e  i n d i r e c t  E L I S A  w a s  b a s e d  o n  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i - C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  s e r u m  
a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  p h o s p h o l i p a s e  D .  T h e  E L I S A  
v a l i d a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a  m e t h o d ,  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  b y  J a c o b s o n  ( 1 9 9 8 ) ,  
f o r  t h e  v a l i d a t i o n  o f  s e r o l o g i c a l  a s s a y s  f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s  T h i s  
p r o c e s s  i n v o l v e s  d e t e r m i n i n g  t h e  f e a s i b i l i t y  o f  t h e  m e t h o d ;  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  
a s s a y  t h r o u g h  s t a n d a r d i s a t i o n  o f  r e a g e n t s  a n d  p r o t o c o l s ;  a n d  f i n a l l y ,  d e t e r m i n i n g  t h e  
p e r f o r m a n c e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  a s s a y .  
T h e  f i r s t  s t a g e  i n  v a l i d a t i n g  t h e  i n d i r e c t  E L I S A  w a s  t o  s t u d y  t h e  f e a s i b i l i t y  o f  t h e  
a s s a y .  S t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  s e l e c t e d  r e a g e n t s  a n d  
p r o t o c o l s  h a d  t h e  c a p a c i t y  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  C L A - i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  
s a m p l e s .  F e a s i b i l i t y  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  n i n e  s e r u m  c o n t r o l s  r e c e i v e d  f r o m  t h e  
C e n t r a l  V e t e r i n a r y  R e s e a r c h  L a b o r a t o r y  ( C V R L ) .  C o n t r o l s  w e r e  s e l e c t e d  f r o m  s h e e p  
" o n - s i t e "  t h a t  w e r e  e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  w i t h  t h e  C L A  d i s e a s e  a n d  f r o m  s h e e p  f r e e  
o f  i n f e c t i o n .  T h e  i n d i r e c t  E L I S A  w a s  f o u n d  t o  b e  c a p a b l e  o f  d i s c r i m i n a t i n g  b e t w e e n  
s e r a  f r o m  i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  s h e e p .  
F o l l o w i n g  e s t a b l i s h m e n t  o f  t h e  f e a s i b i l i t y  o f  t h e  P L D  i n d i r e c t  E L I S A ,  t h e  a s s a y  w a s  
d e v e l o p e d  a n d  s t a n d a r d i s e d .  O p t i m a l  r e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  p r o t o c o l  p a r a m e t e r s  
w e r e  s e l e c t e d  a n d  t h e  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  a s s a y  w a s  e s t i m a t e d .  V a r i o u s  a s s a y  
p a r a m e t e r s  w e r e  o p t i m i s e d ,  i n c l u d i n g  b l o c k i n g  r e a g e n t  a n d  s e r u m  a n t i b o d y  d i l u e n t .  
O p t i m a l  d i l u t i o n s  f o r  a n t i g e n ,  s e r u m  s a m p l e s  a n d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  w e r e  a l s o  
d e t e r m i n e d .  
T h e  c h o i c e  o f  b l o c k i n g  r e a g e n t  a n d  a n t i b o d y  d i l u e n t  c a n  g r e a t l y  i n f l u e n c e  t h e  
s e n s i t i v i t y  o f  a n  a s s a y .  T h e  p o s s i b i l i t y  o f  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  s e r u m  
a n t i b o d i e s  a n d  t h e  b l o c k i n g  r e a g e n t  i s  g r e a t l y  i n c r e a s e d  d u e  t o  t h e  p o l y c l o n a l  n a t u r e  
o f  s e r u m .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  t h r e e  p r o t e i n  b l o c k i n g  r e a g e n t s ,  ~ a r v e l ~ ~ ,  B S A  a n d  O V A ,  
w e r e  i n v e s t i g a t e d  t o  d e t e r m i n e  w h i c h  w o u l d  m i n i m i s e  t h e  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s .  
E a c h  o f  t h e  p r o t e i n  s o l u t i o n s  w a s  a d d e d  t o  t h e  i m m u n o p l a t e  t o  b l o c k  t h e  s u r f a c e  a n d  
t o  b o t h  t h e  s e r a  a n d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  d i l u e n t  t o  r e d u c e  a n y  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  t o  
t h e  b l o c k i n g  r e a g e n t .  A  s i g n i f i c a n t  d e g r e e  o f  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  s e r a  
a n t i b o d i e s  a n d  t h e  O V A  b l o c k i n g  s o l u t i o n  w a s  o b s e r v e d .  H o w e v e r ,  n e g l i g i b l e  n o n -  
s p e c i f i c  b i n d i n g  w a s  o b s e r v e d  w h e n  ~ a r v e l ~  a n d  B S A  w e r e  u s e d  a s  b o t h  a  b l o c k i n g  
r e a g e n t  a n d  a n t i b o d y  d i l u e n t .  ~ a r v e l ~  w a s  c h o s e n  f o r  u s e  i n  s u b s e q u e n t  a s s a y  
d e v e l o p m e n t ,  a s  i t  w a s  m o r e  c o s t  e f f e c t i v e .  
T h e  o p t i m a l  d i l u t i o n  o f  t h e  P L D  a n t i g e n ,  s e r a  a n d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  w e r e  t h e n  
d e t e r m i n e d  b y  c h e c k e r b o a r d  t i t r a t i o n s .  T h e  o p t i m a l  d i l u t i o n s  w e r e  s e l e c t e d  a s  t h e  o n e ,  
w h i c h  e n a b l e d  t h e  g r e a t e s t  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r u m  
s a m p l e s .  A  P L D  c o a t i n g  d i l u t i o n  o f  1 / 3 2  w a s  f o u n d  t o  b e  o p t i m a l .  T h e  o p t i m a l  
d i l u t i o n  o f  s e r a  a n d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  w e r e  f o u n d  t o  b e  1 1 5 0  a n d  1 1 4 , 0 0 0  d i l ~ ~ t i o n ,  
r e s p e c t i v e l y .  
F o l l o w i n g  r e a g e n t  o p t i m i s a t i o n ,  i n t r a - a s s a y  ( v a r i a t i o n  w i t h i n  a n  a s s a y )  a n d  i n t e r - a s s a y  
( v a r i a t i o n  b e t w e e n  a s s a y s )  s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  e n s u r e  t h e  a s s a y  r e p e a t e d l y  
a c h i e v e d  t h e  s a m e  r e s u l t s  f o r  a  s e r u m  c o n t r o l .  T h r e e  r e p l i c a t e s  o f  e a c h  c o n t r o l  w e r e  
a s s a y e d  o v e r  t e n  i n d i v i d u a l  d a y s  a n d  t h e  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n  ( C V s )  w e r e  
d e t e r m i n e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  r e p l i c a t e s  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  
t h e  m e a n  o f  t h e  r e p l i c a t e s .  C V s  w i t h i n  a n d  b e t w e e n  r u n s  o f  t h e  a s s a y  w e r e  a l l  f o u n d  
t o  b e  l e s s  t h a n  1 2 %  f o r  r a w  a b s o r b a n c e  v a l u e s  i n d i c a t i n g  a d e q u a t e  r e p r o d u c i b i l i t y  
( J a c o b s o n ,  1 9 9 8 ) .  T h e  p o s i t i v e  s e r u m  s a m p l e ,  G B 0 4 - 0 3 1 2 8 3 ,  a n d  n e g a t i v e  s e r u m ,  
G B 0 4 - 0 3 1 2 7 9 ,  w e r e  c h o s e n  a s  c o n t r o l s  f o r  s u b s e q u e n t  r u n s  o f  t h e  a s s a y ,  a s  t h e y  
p r o v e d  t o  b e  t h e  m o s t  r e p r o d u c i b l e ,  w i t h  i n t e r - a s s a y  v a l u e s  o f  3 . 8 0  a n d  8 . 9 5 % ,  
r e s p e c t i v e l y .  
T h e  f i n a l  s t a g e  o f  v a l i d a t i o n  i s  c h a r a c t e r i s i n g  t h e  a s s a y  i n  a c c o r d a n c e  t o  p e r f o r m a n c e  
i n  c a t e g o r i s i n g  p r e d e t e r m i n e d  s e r u m  s a m p l e s  a s  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e .  T h i s  i n v o l v e s  
d e t e r m i n i n g  t h e  d i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  ( D S n )  a n d  d i a g n o s t i c  s p e c i f i c i t y  ( D S p )  o f  t h e  
a s s a y .  D S n  i s  e s t i m a t e d  a s  t h e  p r o p o r t i o n  o f  k n o w n  i n f e c t e d  a n i m a l s  t h a t  g i v e  a  
p o s i t i v e  r e s u l t  t o  i n f e c t e d  a n i m a l s  t h a t  y i e l d  n e g a t i v e  r e s u l t s  ( f a l s e  n e g a t i v e  ( F N ) ) .  
W h e r e a s ,  D S p  i s  t h e  p r o p o r t i o n  o f  u n i n f e c t e d  a n i m a l s  t h a t  g i v e  n e g a t i v e  r e s u l t s  t o  
u n i n f e c t e d  t h a t  d i s p l a y  p o s i t i v e  r e s u l t s  ( f a l s e  p o s i t i v e s  ( I T ) ) .  A  p a n e l  o f  r e f e r e n c e  
s e r u m  s a m p l e s  ( n = 9 2 ) ,  p r e v i o u s l y  t e s t e d  b y  a n  E L I S A  d e v e l o p e d  i n  L e l y s t a d  ( t e r  
L a a k  e t  a l . ,  1 9 9 2 ;  D e r c k s e n  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  w e r e  t e s t e d  u s i n g  t h e  P L D  i n d i r e c t  E L I S A  i n  
o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  D S n  a n d  D S p  o f  t h e  a s s a y .  E a c h  s a m p l e  w a s  t e s t e d  i n  
t r i p l i c a t e  o n  t w o  s e p a r a t e  o c c a s i o n s  a n d  r e s u l t s  w e r e  n o r m a l i s e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e i r  
r e s p e c t i v e  a b s o r b a n c e  v a l u e s  a s  a  p e r c e n t a g e  t h e  p o s i t i v e  s e r u m  c o n t r o l ,  w h i c h  w a s  
i n c l u d e d  i n  e a c h  i m m u n o p l a t e .  8 6 . 4 %  o f  t h e  s e r u m  s a m p l e s  t h a t  g a v e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  
i n  t h e  i n d i r e c t  E L I S A  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  i n t r a - a s s a y  C V s  b e l o w  1 0 %  a n d  t h e  
r e m a i n i n g  1 3 . 6 %  b e l o w  2 0 % .  9 0 %  o f  t h e  s e r u m  s a m p l e s  t h a t  g a v e  n e g a t i v e  r e s u l t s  
w e r e  f o u n d  t o  h a v e  C V s  b e l o w  2 0 % .  T h e s e  v a l u e s  s u g g e s t  t h e  i n d i r e c t  E L I S A  w a s  
m o r e  r e p r o d u c i b l e  t h a n  t h e  L e l y s t a d  E L I S A ,  w h i c h  h a d  m u c h  h i g h e r  C V  v a l u e s .  T h e  
i n t e r - a s s a y  C V s  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h e  e x c e l l e n t  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  i n d i r e c t  E L I S A  
w i t h  8 9 %  o f  a l l  t h e  s a m p l e s  t e s t e d  ( n = 9 2 )  o n  t w o  d i f f e r e n t  o c c a s i o n s  h a v i n g  v a l u e s  
b e l o w  2 0 % .  T o  d e t e r m i n e  t h e  d i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  ( D S n )  a n d  d i a g n o s t i c  s p e c i f i c i t y  
( D S p )  o f  t h e  i n d i r e c t  E L I S A ,  a  c u t - o f f  v a l u e  o f  2 5 %  w a s  u s e d  a s  i t  g a v e  o p t i m a l  
d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  C L A - p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s e r a .  B y  c o m p a r i n g  b o t h  s e t s  o f  
r e s u l t s ,  f r o m  t h e  P L D  i n d i r e c t  E L I S A  a n d  t h e  L e l y s t a d  E L I S A ,  a  D S n  o f  8 2 %  a n d  a  
D S p  o f  8 3 %  w e r e  c a l c u l a t e d .  H o w e v e r ,  t h e  r e f e r e n c e  s e r a  a n a l y s e d  w e r e  t a k e n  f r o m  
a n i m a l s  w h e r e  t h e  h i s t o r y  a n d  i n f e c t i o n  s t a t u s  r e l a t i v e  t o  t h e  d i s e a s e  w a s  u n k n o w n  
a n d  t h e  D S n  a n d  D S p  w a s  c a l c u l a t e d  o n  p r e v i o u s  E L I S A - p o s i t i v e  a n d  - n e g a t i v e  
r e s u l t s  r e c e i v e d  f r o m  L e l y s t a d ,  a s  o p p o s e d  t o  c l i n i c a l  i n f e c t i o n .  T h e r e f o r e ,  t h e s e  
v a l u e s  a r e  n o t  a  t r u e  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  P L D  
i n d i r e c t  E L I S A ,  a s  e s t i m a t e d  D S n  a n d  D S p  v a l u e s  a r e  e n t i r e l y  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  r e f e r e n c e  p o p u l a t i o n .  I t  i s  a l s o  r e c o m m e n d e d  t h a t  a  m i n i m u m  o f  
a p p r o x i m a t e l y  3 0 0  i n f e c t e d  a n d  1 , 0 0 0  t o  5 , 0 0 0  u n i n f e c t e d  s a m p l e s  s h o u l d  b e  t e s t e d  t o  
p r o v i d e  c o n f i d e n c e  i n  e s t i m a t e s  o f  D S n  a n d  D S p  ( J a c o b s o n ,  1 9 9 8 ) .  H o w e v e r ,  i n  t h i s  
c a s e  o n l y  a  s m a l l  n u m b e r  o f  s a m p l e s  w e r e  s e n t  t o  L e l y s t a d  f o r  t e s t i n g  s o  i n i t i a l  
e v a l u a t i o n  o f  t h e  a s s a y  w a s  o n l y  p o s s i b l e  w i t h  t h i s  s m a l l  p a n e l  o f  s e r a .  
O n c e  i t  h a d  b e e n  e s t a b l i s h e d  t h a t  P L D  h a d  p r o v e n  u s e f u l  a s  a  s e r o l o g i c a l  d i a g n o s t i c  
m a r k e r  f o r  C L A  i n f e c t i o n  i n  t h e  E L I S A ,  t h e  p o t e n t i a l  o f  a n  S P R  b i o s e n s o r - b a s e d  
s y s t e m  ( B i a c o r e  3 0 0 0 T M )  a s  a  d i a g n o s t i c  t o o l  w a s  e v a l u a t e d .  T h e  B i a c o r e  h a s  p r o v e d  
t o  b e  a  v a l u a b l e  a l t e r n a t i v e  t o  E L I S A  p r o c e d u r e s  a n d  f a c i l i t a t e s  a u t o m a t e d ,  l a b e l - f r e e  
d e t e c t i o n  o f  b i o m o l e c u l e s  i n  " r e a l - t i m e " .  A  C M 5  d e x t r a n  c h i p  i m m o b i l i s e d  w i t h  t h e  
P L D  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  u s e d  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  a s s a y  a n d  a l l  
p a r a m e t e r s  w e r e  o p t i m i s e d .  A  h i g h  d e g r e e  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  t h e  s e r u m  
a n t i b o d i e s  t o  t h e  C M  d e x t r a n  s u r f a c e  o f  t h e  c h i p  w a s  o b s e r v e d .  H o w e v e r ,  t h i s  w a s  
o v e r c o m e  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  C M  d e x t r a n  s o d i u m  s a l t  t o  t h e  s e r u m  d i l u e n t .  
F e a s i b i l i t y  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  n i n e  c o n t r o l  s e r a  i n d i c a t e d  t h e  s i g n i f i c a n t  
p o t e n t i a l  o f  t h e  B i a c o r e  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  s p e c i f i c  
a n t i b o d i e s .  T h e  b i n d i n g  c a p a c i t y  a n d  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i p  s u r f a c e  w a s  a l s o  
a s s e s s e d .  A t  a  h i g h e r  d i l u t i o n  o f  s e r a  ( 1 / 8 0 ) ,  a  l e s s  c o n c e n t r a t e d  s o l u t i o n  o f  N a O H  
( i . e .  2 0 m M )  c o u l d  b e  u s e d  f o r  c o m p l e t e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i p  s u r f a c e  w h i l e  s t i l l  
o b t a i n i n g  a  h i g h  r e s p o n s e  ( a p p r o x .  4 0 0 R U )  f o r  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l .  
O n c e  a l l  a s s a y  i n f l u e n c i n g  f a c t o r s  w e r e  o p t i m i s e d ,  t h e  B i a c o r e  a s s a y  w a s  e m p l o y e d  t o  
a n s l l y s e  t h e  r e f e r e n c e  p a n e l  o f  s e r a  ( n = 9 2 ) .  S e r u m  s a m p l e s ,  d i l u t e d  8 0 - f o l d ,  w e r e  
i n j e c t e d  o v e r  t h e  s e n s o r  s u r f a c e  a t  a  f l o w r a t e  o f  5 f l m i n  f o r  2  m i n u t e s ,  t h e  r e s p o n s e  
r e c o r d e d  a n d  t h e  c h i p  s u r f a c e  r e g e n e r a t e d  f o l l o w i n g  a  5 p l  i n j e c t i o n  o f  2 0 m M  N a O H .  
A l l  n i n e t y - t w o  s a r n p l e s  w e r e  t e s t e d  i n  t r i p l i c a t e  i n  a  c o n t i n u o u s  r u n  a n d  r e s u l t s  w e r e  
n o r m a l i s e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e i r  r e s p e c t i v e  r e s p o n s e  u n i t s  ( R U )  v a l u e s  a s  a  p e r c e n t a g e  
o f  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l ,  i n c l u d e d  a f t e r  e v e r y  t w e n t y  s a m p l e s  a n a l y s e d .  T h e  n o n -  
s p e c i f i c  b i n d i n g  r e s p o n s e s  o f  t h e  s e r a  w e r e  f o u n d  t o  b e  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  w i t h  a n  
a v e r a g e  r e s p o n s e  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 0 R U .  T h e  i n t r a - a s s a y  C V s  o f  a l l  s e r a  a n a l y s e d  
w e r e  f o u n d  t o  b e  b e l o w  l o % ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  o n e  s a m p l e  w i t h  a  v a l u e  1 3 . 4 8 % .  
8 3 %  o f  a l l  s e r u m  s a m p l e s  t e s t e d  h a d  a  C V  o f  l e s s  t h a n  5 % .  I n  t o t a l  3 0 6  a n a l y s e s  p e r  
f l o w  c e l l  w e r e  c o n d u c t e d  s u c c e s s f u l l y  i n  a  c o n t i n u o u s  s e r i e s .  T h e  i m m o b i l i s e d  
s u r f a c e  w a s  a l s o  f o u n d  t o  b e  s t a b l e ,  w i t h  o n l y  a  2 1 %  d e c r e a s e  o b s e r v e d  f o r  t h e  
b i n d i n g  r e s p o n s e  o f  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  a f t e r  2 6 4  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s  ( i . e .  
e q u i v a l e n t  t o  a n a l y s i n g  8 0  s e r u m  s a m p l e s ) .  
T o  e s t a b l i s h  t h e  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  a s s a y  a  c u t - o f f  p o i n t  o f  8 . 1 %  w a s  
d e t e r m i n e d  a s  t h e  a v e r a g e  r e s p o n s e  o f  t h e  n e g a t i v e  s e r a  c o n t r o l  t h r o u g h o u t  t h e  
a n a l y s e s  p l u s  t h r e e  t i m e s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n .  A p p l y i n g  t h i s  c u t - o f f  v a l u e ,  f o r t y -  
n i n e  o f  t h e  s a m p l e s  w e r e  d e t e r m i n e d  p o s i t i v e  a n d  f o r t y - t h r e e  n e g a t i v e .  W h e n  
c o m p a r e d  t o  t h e  L e l y s t a d  E L I S A  r e s u l t s ,  a  D S n  o f  8 6 %  a n d  a  D S p  o f  7 6 %  w e r e  
c a l c u l a t e d .  
W h e n  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  B i a c o r e  a s s a y  w e r e  c o m p a r e d  t o  t h e  i n d i r e c t  P L D  
E L I S A ,  i t  w a s  c a l c u l a t e d  t h a t  9 5 . 5 %  o f  s e r u m  s a m p l e s  t h a t  g a v e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  i n  
t h e  E L I S A  a l s o  g a v e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  i n  t h e  B i a c o r e  a s s a y .  O v e r a l l  9 1 . 3 %  o f  t h e  
r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h e  B i a c o r e  a s s a y  g a v e  t h e  s a m e  r e s u l t  a s  t h a t  f o u n d  i n  t h e  E L I S A .  
O f  t h e  n i n e t y  t w o  s e r a  a n a l y s e d ,  o n l y  e i g h t  s a m p l e s  g a v e  c o n f l i c t i n g  r e s u l t s  i n  t h e  
B i a c o r e  a s s a y ,  s i x  o f  t h e s e  w e r e  w i t h i n  f  1 %  o f  t h e  c u t - o f f  p o i n t ,  s o  t h e r e f o r e  c o u l d  b e  
c o n s i d e r e d  i n c o n c l u s i v e .  C o m p a r i n g  t h e  r e s u l t s  f r o m  a l l  t h r e e  a s s a y s  ( i . e .  L e l y s t a d  
E L I S A ,  i n d i r e c t  P L D  E L I S A  a n d  B i a c o r e  a s s a y ) ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  8 0 %  o f  t h e  
s a m p l e s  d e t e r m i n e d  a s  p o s i t i v e  i n  t h e  L e l y s t a d  E L I S A ,  w e r e  a l s o  f o u n d  t o  b e  p o s i t i v e  
i n  b o t h  t h e  P L D  E L I S A  a n d  B i a c o r e  a s s a y .  S e v e n  o f  t h e s e  n i n e  s a m p l e s  g a v e  
c o n f l i c t i n g  r e s u l t s  i n  b o t h  t h e  E L I S A  a n d  B i a c o r e  a s s a y  ( i . e .  f o u n d  t o  b e  n e g a t i v e  i n  
b o t h  a s s a y s ) .  A l l  o f  t h e s e  s a m p l e s ,  e x c e p t  o n e ,  g a v e  r e s u l t s  t h a t  c o u l d  b e  c o n s i d e r e d  
i n c o n c l u s i v e  o r  i n v a l i d .  R e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t w o  o f  t h e s e  s a m p l e s  ( I D  n o .  3  a n d  1 5 1 )  
w e r e  f o u n d  t o  h a v e  C V  v a l u e s  a b o v e  2 0 %  w h e n  t e s t e d  b y  t h e  L e l y s t a d  E L I S A ,  
s u g g e s t i n g  t h e  p o s i t i v e  r e s u l t  m a y  b e  q u e s t i o n e d .  F o u r  o f  t h e  s a m p l e s  w e r e  f o u n d  t o  
h a v e  v a l u e s  w i t h i n  c l o s e  p r o x i m i t y  o f  t h e  c u t - o f f  p o i n t  e s t a b l i s h e d  f o r  e i t h e r  t h e  
E L I S A  o r  B i a c o r e  a s s a y ,  s o  t h e r e f o r e  c o u l d  b e  c o n s i d e r e d  i n c o n c l u s i v e .  T w o  s a m p l e s  
g a v e  c o n f l i c t i n g  r e s u l t s  i n  t h e  E L I S A  a n d  B i a c o r e  s o  t h e r e f o r e  c o u l d  n o t  b e  
d e t e r m i n e d  e i t h e r  d e f i n i t e l y  p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e .  F i n a l l y  o n e  s a m p l e  w a s  d e t e r m i n e d  
d e f i n i t e l y  n e g a t i v e  i n  b o t h  t h e  E L I S A  a n d  B i a c o r e  a s s a y ,  w i t h  v a l u e s  w e l l  b e l o w  t h e  
c u t - o f f  p o i n t s .  
H o w e v e r ,  i t  m u s t  b e  n o t e d  t h a t  a l l  t h e  r e f e r e n c e  s e r a  a n a l y s e d  w e r e  t a k e n  f r o m  
a n i m a l s  w h e r e  t h e  h i s t o r y  a n d  i n f e c t i o n  s t a t u s  r e l a t i v e  t o  t h e  d i s e a s e  w a s  u n k n o w n .  
F u r t h e r  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  c l i n i c a l  s t a t u s  o f  t h e  s a m p l e s  a n a l y s e d  w a s  n o t  p o s s i b l e  a s  
n o  m o r e  s e r a  w e r e  a v a i l a b l e  a n d  a c c e s s  t o  t h e  f l o c k s  w a s  n o  l o n g e r  p o s s i b l e  v i a  t h e  
N a t i o n a l  V e t e r i n a r y  R e s e a r c h  L a b o r a t o r y .  T h e r e f o r e ,  a l l  d a t a  a n a l y s i s  w a s  c a l c u l a t e d  
o n  p r e v i o u s  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  L e l y s t a d  E L I S A ,  a s  o p p o s e d  t o  c l i n i c a l  
i n f e c t i o n .  H e n c e ,  t h e s e  v a l u e s  a r e  n o t  a  t r u e  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  s e n s i t i v i t y  a n d  
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  P L D  B i a c o r e  a s s a y ,  a s  e s t i m a t e d  D S n  a n d  D S p  v a l u e s  a r e  e n t i r e l y  
d e p e n d e n t  u p o n  t h e  r e l i a b i l i t y  o f  t h e  L e l y s t a d  a s s a y ,  w h i c h  c a n  b e  q u e s t i o n e d .  
T h e  o r i g i n a l  d o u b l e - a n t i b o d y  s a n d w i c h  E L I S A  d e v e l o p e d  i n  L e l y s t a d ,  d e v e l o p e d  b y  
t e r  L a a k  e t  a l .  ( 1 9 9 2 ) ,  c l a i m e d  a  s p e c i f i c i t y  o f  9 9 . 9 %  a n d  s e n s i t i v i t y  o f  1 0 0 % .  
H o w e v e r ,  t h e r e  w e r e  a  n u m b e r  o f  i n c o n c l u s i v e  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  C L A - p o s i t i v e  
f l o c k s .  D e r c k s e n  e t  a l .  ( 2 0 0 0 )  l a t e r  e v a l u a t e d  t h e  a s s a y  a n d  r e p o r t e d  a  s e n s i t i v i t y  o f  
5 1 + 6 %  a n d  a  s p e c i f i c i t y  o f  9 7 * 2 % ,  w h i c h  d i f f e r s  g r e a t l y  o f  w h a t  w a s  p r e v i o u s l y  
r e p o r t e d  b y  t e r  L a a k  e t  a l .  ( 1 9 9 2 ) .  D e r c k s e n  a n d  c o l l e a g u e s  a l s o  m o d i f i e d  t h e  a s s a y  t o  
i m p r o v e  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y ,  w h i c h  w e r e  f o u n d  t o  b e  7 9 * 5 %  a n d  9 9 + 1 %  i n  
s h e e p ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  n u m b e r  o f  f a l s e - p o s i t i v e  r e s u l t s  w e r e  t h o u g h t  t o  b e  d u e  t o  t h e  
p o s s i b l e  c r o s s - r e a c t i v i t y  o f  t h e  t o x i n - s p e c i f i c  s e r u m ,  u s e d  a s  t h e  c o a t i n g  a n t i g e n ,  w i t h  
o t h e r  b a c t e r i a  i n c l u d i n g  o t h e r  C o r y n e b a c t e r i u m  s p e c i e s ,  L i s t e r i a  m o n o c y t o g e n e s  o r  
M y c o b a c t e r i u m  a v i u m  s u b s p .  p a r a t u b e r c u l o s i s .  H o w e v e r ,  t h e  d o u b l e  a n t i b o d y  
s a n d w i c h  E L I S A ,  m o d i f i e d  b y  D e r c k s e n  e t  a l .  ( 2 0 0 0 ) ,  w a s  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d  b y  
M a l o n e  a n d  c o l l e a g u e s  i n  2 0 0 6 .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  
E L I S A  w a s  f o u n d  t o  b e  8 8 %  a n d  5 5 % ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  f i g u r e s  d i f f e r  g r e a t l y  f r o m  
t h e  p r e v i o u s l y  d e t e r m i n e d  d i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  7 9 * 5 %  a n d  9 9 + 1 % ,  
r e s p e c t i v e l y ,  r e p o r t e d  b y  D e r c k s e n  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 0 ) .  A l t h o u g h  D e r c k s e n  e t  a l .  
( 2 0 0 0 )  h a d  s u g g e s t e d  t h a t  f a l s e - p o s i t i v e  r e s u l t s  c o u l d  b e  d u e  t o  p o s s i b l e  c r o s s -  
r e a c t i v i t y  w i t h  o t h e r  b a c t e r i a ,  M a l o n e  e t  a l .  ( 2 0 0 6 )  f o u n d  n o  e v i d e n c e  o f  t h e s e  
b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s  i n  a n y  o f  t h e  f l o c k s  e x a m i n e d .  
A l t h o u g h  o t h e r  p u b l i s h e d  r e s e a r c h  o n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  v a r i e t y  o f  E L I S A  f o r m a t s  
f o r  d i a g n o s i s  i n  C L A  i n  s h e e p ,  t o  t h e  b e s t  o f  m y  k n o w l e d g e  t h i s  i s  t h e  f i r s t  t i m e  
B i a c o r e  h a s  b e e n  u s e d  f o r  t h i s  p u r p o s e .  
C h a p t e r  4  
P r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  g e n e t i c a l l y  d e r i v e d  F a b  
f r a g m e n t s  d i r e c t e d  a g a i n s t  a f l n t o x i n  B I  
4 . 1  I n t r o d u c t i o n  
4 . 1 . 1  T h e  a f l a t o x i n s  
A f l a t o x i n  m o l e c u l e s  w e r e  f i r s t  d i s c o v e r e d  i n  t h e  e a r l y  1 9 6 0 s  w h e n  o n e  h u n d r e d  
t h o u s a n d  t u r k e y  p o u l t s  d i e d  i n  E n g l a n d  a f t e r  c o n s u m i n g  c o n t a m i n a t e d  B r a z i l i a n  
p e a n u t  m e a l  ( H a r t l e y  e t  a l . ,  1 9 6 3 ) .  T h e s e  m y c o t o x i n s  w e r e  f o u n d  t o  b e  t o x i c  
m e t a b o l i t e s  p r o d u c e d  b y  t h e  f u n g i ,  A s p e r g i l l u s  f l a v u s  a n d  A s p e r g i l l u s  p a r a s i t i c u s .  
F u n g a l  g r o w t h  a n d  h e n c e ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a f l a t o x i n s ,  o c c u r s  a t  h i g h  t e m p e r a t u r e s  
( i e .  g r e a t e r  t h a n  3 0 ° C )  a n d  h u m i d i t y  ( g r e a t e r  t h a n  7 0 % )  a n d  i s ,  t h e r e f o r e ,  m o s t  
c o m m o n  i n  t r o p i c a l  a n d  s u b t r o p i c a l  c o u n t r i e s .  T h e s e  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  m y c o t o x i n s  
a r e  m o s t  c o m m o n l y  f o u n d  i n  t r e e  n u t s ,  p e a n u t s  a n d  o i l  s e e d s  i n c l u d i n g  c o r n  a n d  
c o t t o n s e e d .  H o w e v e r ,  c o n t a m i n a t i o n  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  i n  o t h e r  n u t s  ( B r a z i l  n u t s ,  
a l m o n d s ,  w a l n u t s ,  p e c a n s ) ,  w h e a t ,  s o r g h u m ,  d r i e d  f r u i t s ,  l e g u m e s ,  p e p p e r s ,  p o t a t o e s ,  
r i c e ,  c o p r a ,  f i l b e r t s ,  m i l k  a n d  m i l k  p r o d u c t s  ( L e e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  C o n t a m i n a t i o n  c a n  
o c c u r  i n  t h e  f i e l d ,  d u r i n g  h a r v e s t ,  t r a n s p o r t a t i o n  a n d  s t o r a g e  u n d e r  c o n d i t i o n s  w h e r e  
c o n d i t i o n s  f o r  g r o w t h  o f  t h e  m o u l d  i s  o p t i m a l .  R e s e a r c h  h a s  a l s o  s h o w n  t h a t  h o s t  
p l a n t s  w e a k e n e d  b y  d r o u g h t ,  h i g h  t e m p e r a t u r e s ,  a n d  d a m a g e  f r o m  i n s e c t s  o r  b i r d s  a r e  
m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  f u n g a l  i n v a s i o n  ( U S D A ,  2 0 0 6 ) .  
A f l a t o x i n s  a r e  c r y s t a l l i n e  s t r u c t u r e s  a n d  f l u o r e s c e  u n d e r  u l t r a  v i o l e t  ( U V )  r a d i a t i o n .  
F o u r  m a i n  a f l a t o x i n s ,  B 1 ,  B 2 ,  G 1  a n d  G 2 ,  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  b a s e d  o n  t h e i r  
f l u o r e s c e n c e  u n d e r  U V  l i g h t  a n d  t h e i r  s e p a r a t i o n  p a t t e r n s  o n  t h i n  l a y e r  
c h r o m a t o g r a p h y  ( T L C )  p l a t e s  ( K e l l e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  A F B 1  a n d  A F B z  h a v e  b e e n  f o u n d  
t o  f l u o r e s c e  b l u e  u n d e r  U V  l i g h t ,  w h e r e a s  A F G l  a n d  A F G 2  f l u o r e s c e  y e l l o w - g r e e n .  O f  
a l l  t h e  a f l a t o x i n s ,  a f l a t o x i n  B 1  ( A F B 1 )  h a s  p r o v e n  t o  b e  t h e  m o s t  p o t e n t  a n d  i s  
g e n e r a l l y  f o u n d  i n  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  i n  f o o d  a n d  a n i m a l  f e e d s .  T w o  a d d i t i o n a l  
o t h e r  m e t a b o l i t e s ,  a f l a t o x i n s  M 1  a n d  M P ,  h a v e  a l s o  b e e n  f o u n d  i n  m i l k .  T h e  c h e m i c a l  
s t r u c t u r e s  o f  t h e s e  a f l a t o x i n s  a r e  o u t l i n e d  i n  F i g u r e  4 . 1 .  
A f l a t o x i n s  a r e  h e a t  s t a b l e ,  e v e n  a t  t e m p e r a t u r e s  i n  e x c e s s  o f  1 0 0 ° C  a n d  a r e  h a r d  t o  
d e s t r o y .  H o w e v e r ,  t h e y  a r e  b r o k e n  d o w n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  o x i d i s i n g  r e a g e n t s ,  s u c h  a s  
s o d i u m  h y p o c h l o r i t e ,  h y d r o g e n  p e r o x i d e  a n d  p o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e .  A f l a t o x i n  
m o l e c u l e s  a r e  a l s o  h y d r o p h o b i c  i n  n a t u r e  a n d  s o l u b l e  i n  s o l v e n t s  s u c h  a s  c h l o r o f o r m ,  
m e t h a n o l  a n d  d i m e t h y l  s u l f o x i d e  ( D M S O ) .  
F i g u r e  4 . 1 .  
C h e m i c a l  s t r u c t u r e s  o f  t h e  m o s t  f r e q u e n t l y  o c c u r r i n g  a f l a t o x i n s .  A s u e r a i l l u s  
j l a v u s  p r o d u c e s  A F B I  a n d  A F B 2 ,  w h e r e a s  A s u e r a i l l u s  u a r a s i t i c u s  p r o d u c e s  A F B , ,  A F B z ,  
A F G I  a n d  A F G 2 .  T w o  o t h e r  m e t a b o l i t e s ,  A F M I  a n d  A F M z  h a v e  a l s o  b e e n  f o u n d  i n  t h e  m i l k  
a n d  u r i n e  o f  l a c t a t i n g  a n i m a l s .  A F M ,  a n d  A F M z  a r e  p r o d u c e d  f r o m  A F B l  a n d  A F B 2 ,  
r e s p e c t i v e l y ,  b y  h y d r o x y l a t i o n  i n  l a c t a t i n g  a n i m a l s .  
4 . 1 . 2  A f l a t o x i n  m e t a b o l i s m  
A f l a t o x i n  B 1  ( A F B 1 )  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  p o t e n t  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  c a r c i n o g e n s .  I t s  
c a r c i n o g e n i c i t y  d e r i v e s  f r o m  i t s  a b i l i t y  t o  i n d u c e  s p e c i f i c  m u t a t i o n s  i n  s p e c i f i c  
m a m m a l i a n  g e n e s .  H o w e v e r ,  A F B l  i s  n o t  m u t a g e n i c  i n  i t s  p u r e  f o r m  a n d  r e q u i r e s  
b i o a c t i v a t i o n  t o  r e n d e r  i t  a  m u t a g e n i c  a n d  c a r c i n o g e n i c  m e t a b o l i t e .  A F B l  e x e r t s  i t s  
t o x i c  e f f e c t s  w h e n  m e t a b o l i s e d  i n  m a m m a l i a n  t i s s u e s  b y  m i c r o s o m a l  c y t o c h r o m e  
P 4 5 0  e n z y m e s  t o  A F B 1 - 8 , 9 - e p o x i d e  ( P e l k o n e n  e t  a l , ,  1 9 9 7 ) .  T h i s  h i g h l y  r e a c t i v e  
m e t a b o l i t e  b i n d s  t o  t h e  N - 7  p o s i t i o n  o f  g u a n i n e  r e s i d u e s  o f  D N A  t o  f o r m  A m 1 - N 7 -  
g u a n i n e  a d d u c t s  i n  t a r g e t  c e l l s .  T h i s  i n i t i a l  a d d u c t  i s  u n s t a b l e  a n d  e i t h e r  d e p u r i n a t e s  t o  
g i v e  a n  A F B 1 - g u a n i n e  r e s i d u e  o r  a  m o r e  s t a b l e  f o r m a m i d o p y r i m i d i n e  d e r i v a t i v e  
( A F B 1 - F A P Y )  ( F i g u r e  4 . 2 )  ( S m e l a  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  J e f f r e y  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  T h e s e  a d d u c t s  a r e  
t h e n  r e s p o n s i b l e  f o r  s u b s e q u e n t  h e r i t a b l e  g e n e t i c  c h a n g e s .  A  c h a n g e  i n  b a s e  s e q u e n c e ,  
m o s t  c o m m o n l y  G - T  t r a n s v e r s i o n s ,  o r  e v e n  a  f r a m e  s h i f t  c a n  o f t e n  o c c u r  w h e n  t h e  
a f l a t o x i n  b o u n d  D N A  i s  r e p a i r e d  o r  d u p l i c a t e d  ( G o o d s e l l  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  D e t o x i f i c a t i o n  
o f  t h e  A F B 1 - 8 , 9 - e p o x i d e  a n d  A F B l  i n  m a m m a l i a n  t i s s u e s  i s  c a r r i e d  o u t  b y  w a y  o f  
c o n j u g a t i o n  b y  g l u t a t h i o n e  ( H u s s e i n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  H o w e v e r ,  u n l e s s  t h e  h i g h l y  r e a c t i v e  
e p o x i d e  i s  i m m e d i a t e l y  d i s a r m e d  b y  g l u t a t h i o n e  i t  c a n  a t t a c k  D N A .  
D N A  
-  
A F B , - N 7 - G u a  D N A  a d d u c t  
A F B l - F A P Y  D N A  a d d u c l  
F i g u r e  4 . 2 .  
P a t h w a y  o f  A F B ,  m e t a b o l i c  a c t i v a t i o n .  C y t o c h r o m e  P 4 5 0  e n z y m e s ,  f o u n d  
p r e d o m i n a n t l y  i n  t h e  l i v e r ,  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  m e t a b o l i c  a c t i v a t i o n  o f  A F B I  t o  8 , 9 -  
e p o x i d e .  T h i s  a c t i v a t e d  A F B ,  m e t a b o l i t e  r e a c t s  w i t h  t h e  N - 7  p o s i t i o n  o f  g u a n i n e  r e s i d u e s  o f  
D N A  t o  f o r m  A F B I - N 7 - G u a  D N A  a d d u c t s  i n  t h e  t a r g e t  c e l l s .  T h e  a d d u c t  p r o m o t e s  
d e p u r i n a t e d  g i v i n g  r i s e  t o  a n  a p u r i n i c  ( A P )  s i t e .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  i m i d a z o l e  r i n g  o f  t h e  A F B I -  
N 7 - G u a  a d d u c t  o p e n s  t o  f o r m  t h e  m o r e  c h e m i c a l l y  a n d  b i o l o g i c a l l y  s t a b l e  A F B l  
f o n n a m i d o p y r i m i d i n e  a d d u c t ,  A F B I - F A P Y  ( a d a p t e d  f r o m  S m e l a  u . ,  2 0 0 1 ) .  
4 . 1 . 3  E f f e c t s  o f  a f l a t o x i n  c o n t a m i n a t i o n  
A f l a t o x i n s  h a v e  b e e n  l i n k e d  t o  h u m a n  h e p a t o c e l l u l a r  c a r c i n o m a  a n d  a r e  l i s t e d  a s  
g r o u p  I  c a r c i n o g e n s  b y  t h e  I n t e r n a t i o n a l  A g e n c y  f o r  R e s e a r c h  o n  C a n c e r  ( I A R C ,  
1 9 9 3 ) .  A f l a t o x i n s  p r i m a r i l y  a t t a c k  t h e  l i v e r  w i t h  s e c o n d a r y  e f f e c t s  s h o w n  i n  d e c r e a s e d  
l y m p h o c y t e  a c t i v i t y  a n d  i m m u n e  s y s t e m  s u p p r e s s i o n .  S t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h e  
a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  a f l a t o x i n  c o n t a m i n a t e d  f o o d  c o n s u m p t i o n  a n d  t h e  i n c i d e n c e  o f  
l i v e r  c a n c e r  i n  A f r i c a  ( K e n y a ,  M o z a m b i q u e ,  U g a n d a  a n d  S w a z i l a n d )  a n d  i n  A s i a  
( C h i n a  a n d  T h a i l a n d )  ( U S D A ,  2 0 0 6 ) .  I n  E u r o p e  a n d  N o r t h  A m e r i c a  h e a l t h  r i s k s  
a s s o c i a t e d  w i t h  m y c o t o x i n  c o n t a m i n a t i o n  i n  h u m a n s  i s  r a r e l y  s e e n .  T h i s  i s  t h o u g h t  t o  
b e  d u e  t o  b e t t e r  c o n t r o l  o f  f o o d  a n d  f e e d  s t o r a g e  a n d  h i g h e r  l e v e l s  o f  g e n e r a l  h e a l t h .  
A f l a t o x i n  p o i s o n i n g  ( a f l a t o x i c o s i s )  c a n  r e s u l t  f r o m  i n g e s t i o n  o f  a f l a t o x i n s  i n  
c o n t a m i n a t e d  f o o d  o r  f e e d .  A f l a t o x i c o s i s  c a n  o c c u r  f r o m  a c u t e  e x p o s u r e  o f  v e r y  h i g h  
d o s e s  o f  c o n t a m i n a t e d  g r a i n  o v e r  a  s h o r t  p e r i o d  o f  t i m e  o r  f r o m  c h r o n i c  i n g e s t i o n  o f  
l o w  l e v e l s  o f  a f l a t o x i n  o v e r  l o n g e r  p e r i o d s  o f  t i m e .  S y m p t o m s  i n c l u d e  v o m i t i n g ,  
a b d o m i n a l  p a i n ,  p u l m o n a r y  e d e m a ,  c o n v u l s i o n s ,  c o m a  a n d  c e r e b r a l  e d e m a  ( U S D A ,  
2 0 0 6 ) .  T h e  e f f e c t s  o f  a f l a t o x i c o s i s  c a n  v a r y  f r o m  s p e c i e s  t o  s p e c i e s  w i t h  p i g s ,  g u i n e a  
p i g s ,  c a l v e s ,  c h i c k s  a n d  d u c k l i n g s  b e i n g  m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  A m I .  S h e e p ,  g o a t s ,  r a t s  
a n d  m i c e  h a v e  s h o w n  t o  b e  r e l a t i v e l y  r e s i s t a n t  ( G o u r a m a  a n d  B u l l e r m a n ,  1 9 9 5 ) .  
C h i c k e n s  w i t h  a f l a t o x i n  p o i s o n i n g  h a v e  f o u n d  t o  l a y  f e w e r  e g g s ,  w h i c h  c a n  a l s o  
c o n t a i n  a f l a t o x i n  m e t a b o l i t e s .  W h i l e  a f l a t o x i c o s i s  i n  c o w s  c a n  r e s u l t  i n  t h e  
h y d r o x y l a t e d  m e t a b o l i t e  o f  A F B 1 ,  a f l a t o x i n  M I  ( A F M l ) ,  t o  b e  e x c r e t e d  i n  t h e  m i l k  o f  
d a i r y  c a t t l e  f o l l o w i n g  c o n s u m p t i o n  o f  c o n t a m i n a t e d  f e e d  ( Y a r o g l u  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h i s  
l e a v e s  b o t h  c a l v e s  a n d  h u m a n s  v u l n e r a b l e  t o  a f l a t o x i n  M I  e x p o s u r e  t h r o u g h  t h e  
m o t h e r ' s  m i l k  a n d  i t s  a s s o c i a t e d  m i l k  p r o d u c t s .  
A l t h o u g h  a c u t e  a f l a t o x i c o s i s  i n  h u m a n s  i s  e x t r e m e l y  u n l i k e l y ,  a  f e w  c a s e s  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d ,  m a i n l y  i n  A f r i c a  a n d  A s i a .  I n  1 9 6 7 ,  t w e n t y - s i x  p e o p l e  i n  f a r m i n g  
c o m m u n i t i e s  i n  T a i w a n  b e c a m e  i l l  a f t e r  c o n s u m i n g  c o n t a m i n a t e d  r i c e .  F u r t h e r  s t u d i e s  
o n  t h e  r i c e  t a k e n  f r o m  a f f e c t e d  h o u s e h o l d s  r e v e a l e d  i t  c o n t a i n e d  2 0 0 p p b  ( n g l g )  o f  
a f l a t o x i n  ( U S D A ,  2 0 0 6 ) .  O n e  o f  t h e  m o s t  s e r i o u s  r e p o r t s  o f  a f l a t o x i c o s i s  i n  h u m a n s  
o c c u r r e d  i n  I n d i a  i n  1 9 7 4  w h e n  a l m o s t  f o u r  h u n d r e d  p e o p l e  b e c a m e  i l l ,  a f t e r  
c o n s u m p t i o n  o f  c o n t a m i n a t e d  c o r n .  O n e  h u n d r e d  o f  t h e s e  p e o p l e  l a t e r  d i e d .  A f l a t o x i n  
l e v e l s  o f  u p  t o  1 5 , 0 0 0 p p b  w e r e  f o u n d  i n  t h e  c o r n ,  s u g g e s t i n g  t h e  a f f e c t e d  a d u l t s  m a y  
h a v e  c o n s u m e d  t w o  t o  s i x  m i l l i g r a m s  o f  a f l a t o x i n  p e r  d a y  ( U S D A ,  2 0 0 6 ) .  S i n g l e  
d o s e s  o f  a f l a t o x i n s  a r e  n o t  t h o u g h t  t o  b e  a s  e f f e c t i v e  i n  h u m a n s  a s  l o n g - t e r m  d o s e s .  I t  
h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  t h a t  e x t e n d e d  s u b a c u t e  d o s e s ,  r e s u l t i n g  f r o m  d i e t a r y  e x p o s u r e ,  
m a y  b e  r e q u i r e d  f o r  i n d u c i n g  l e t h a l  a c u t e  t o x i c  e f f e c t s .  A n  e x a m p l e  o f  t h i s  w a s  a  c a s e  
i n v o l v i n g  a  y o u n g  w o m a n  w h o  a t t e m p t e d  s u i c i d e  b y  i n g e s t i n g  5 . 5 1 n g  o f  a f l a t o x i n  o v e r  
t w o  d a y s  f o l l o w e d  b y  3 5 m g  o v e r  2  w e e k s ,  6  m o n t h s  l a t e r .  T h e  w o m a n  r e c o v e r e d  
c o m p l e t e l y  w i t h  n o  s i g n s  o f  l i v e r  d a m a g e  w h e n  e x a m i n e d  f o u r t e e n  y e a r s  l a t e r  
( H u s s e i n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  s e r i o u s  h e a l t h  t h r e a t s  p o s e d ,  a f l a t o x i n  c o n t a m i n a t i o n  c a n  h a v e  h u g e  
e c o n o m i c a l  i m p a c t s  o n  a l l  s e c t o r s  o f  t h e  p r o d u c t i o n  a n d  c o n s u m p t i o n  o f  g r a i n  
p r o d u c t s .  I t  h a s  b e e n  e s t i m a t e d  t h a t  a p p r o x i m a t e l y  2 5 %  o f  t h e  w o r l d s  f o o d  s u p p l y  
m a y  b e  c o n t a m i n a t e d  b y  m y c o t o x i n s  a n n u a l l y  ( H u s s e i n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  C o n t a m i n a t i o n  
c a n  c a u s e  m a j o r  l o s s e s  f o r  f o o d  p r o d u c e r s ,  p r o c e s s o r s  a n d  a s s o c i a t e d  i n d u s t r i e s  i f  
l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  f o o d  o r  f e e d s  r e q u i r e  d i s p o s a l .  O t h e r  l o s s e s  c a n  o c c u r  d u e  t o  
r e s t r i c t e d  s t o r a g e  o p t i o n s ,  t h e  c o s t  o f  t e s t i n g  g r a i n  l o t s  a n d  t h e  r e d u c t i o n  i n  l i v e s t o c k  
p r o d u c t i o n .  V a r i o u s  c o m p a n i e s  a n d  r e s e a r c h e r s  h a v e  a t t e m p t e d  t o  d e t o x i f y  
c o n t a m i n a t e d  g r a i n s  b u t  t r e a t m e n t s  a r e  o f t e n  t o o  e x p e n s i v e  a n d  c a n  r e s u l t  i n  s i d e  
e f f e c t s  o n  t h e  e n d  p r o d u c t s .  D e t o x i f i c a t i o n  s t r a t e g i e s  c a n  a l s o  a f f e c t  t h e  n u t r i t i o n a l  
q u a l i t i e s  o f  t h e  r e s u l t i n g  f o o d  p r o d u c t s  ( D a s  a n d  M i s h r a ,  2 0 0 0 ) .  E s s e n t i a l l y  t o  r e d u c e  
i n c i d e n c e s  o f  c o n t a m i n a t i o n ,  g o o d  f i e l d  m a n a g e m e n t  a n d  c o o l  a n d  d r y  ( l e s s  t h a n  1 4 %  
m o i s t u r e  c o n t e n t )  c o n d i t i o n s  d u r i n g  s t o r a g e  a n d  t r a n s p o r t  a r e  i m p e r a t i v e .  A n i m a l  
f e e d s  n e e d  t o  b e  c o n t i n u a l l y  m o n i t o r e d  t o  p r e v e n t  a n d  c o n t r o l  t h e  s p r e a d  o f  
m y c o t o x i n s .  T o  e n s u r e  t h a t  f o o d  i s  f r e e  f r o m  a f l a t o x i n  c o n t a m i n a t i o n ,  s e v e r a l  
i n t e r n a t i o n a l  a g e n c i e s  h a v e  e s t a b l i s h e d  l i m i t s  f o r  a f l a t o x i n s  i n  f o o d  a n d  f e e d ,  w h i c h  
v a r y  f r o m  c o u n t r y  t o  c o u n t r y .  T h e  E U  h a v e  s e t  m a x i m u m  l i m i t s  f o r  a f l a t o x i n s  i n  
v a r i o u s  f o o d  p r o d u c t s  ( E E C ,  2 0 0 6 ) ,  a l l  o f  w h i c h  a r e  o u t l i n e d  i n  T a b l e  4 . 1 .  T h e r e f o r e ,  
i n  o r d e r  t o  m o n i t o r  f e e d  a n d  f o o d s t u f f s  f o r  c o n t a m i n a t i o n  a n d  e n s u r e  t h e y  a r e  s a f e  f o r  
h u m a n  c o n s u m p t i o n ,  a  r a p i d ,  s e n s i t i v e  a s s a y  c a p a b l e  o f  d e t e c t i n g  t h e s e  c o n t a m i n a n t s  
i n  a  r a n g e  o f  m a t r i c e s  i s  e s s e n t i a l .  
T a b l e  4 . 1 .  M a x i m u m  l e v e l s  f o r  a f l a t o x i n s  ( t o t a l  a J l a t o x i n s  i s  s u m  o f  B l ,  B 2 ,  G I  a n d  G z )  i n  a  
v a r i e t y  o f  f o o d  t y p e s  e s t a b l i s h e d  a s  g u i d e l i n e s  b y  t h e  E U  ( N o . 1 8 8 1 D 0 0 6 )  ( E E C ,  2 0 0 6 ) .  
P r o d u c t s  B 1  T o t a l  a f l a t o x i n s *  M I  
( p e g )  ( ~ g " _ g r  
2 . 1 . 1  G r o u n d n u t s  t o  b e  s u b j e c t e d  t o  s o r t i n g ,  o r  8  1 5  
o t h e r  p h y s i c a l  t r e a t m e n t ,  b e f o r e  h u m a n  
c o n s u m p t i o n  o r  u s e  a s  a n  i n g r e d i e n t  i n  
f o o d s t u f f s  
2 . 1 . 2  N u t s  t o  b e  s u b j e c t e d  t o  s o r t i n g ,  o r  o t h e r  5  
p h y s i c a l  t r e a t m e n t ,  b e f o r e  h u m a n  
c o n s u m p t i o n  o r  u s e  a s  a n  i n g r e d i e n t  i n  
f o o d s t u f f s  
2 . 1 . 3  G r o u n d n u t s  a n d  n u t s  a n d  p r o c e s s e d  2  
p r o d u c t s  t h e r e o f ,  i n t e n d e d  f o r  d i r e c t  h u m a n  
c o n s u m p t i o n  o r  u s e  a s  a n  i n g r e d i e n t  i n  
f o o d s t u f f s  
2 . 1 . 4  D r i e d  f r u i t  t o  b e  s u b j e c t e d  t o  s o r t i n g ,  o r  5  
o t h e r  p h y s i c a l  t r e a t m e n t ,  b e f o r e  h u m a n  
c o n s u m p t i o n  o r  u s e  a s  a n  i n g r e d i e n t  i n  
f o o d s t u f f s  
2 . 1 . 5  D r i e d  f r u i t  a n d  p r o c e s s e d  p r o d u c t s  t h e r e o f ,  2  
i n t e n d e d  f o r  d i r e c t  h u m a n  c o n s u m p t i o n  o r  
u s e  a s  a n  i n g r e d i e n t  i n  f o o d s t u f f s  
2 . 1 . 6  A l l  c e r e a l s  a n d  a l l  p r o d u c t s  d e r i v e d  f r o m  2  
c e r e a l s ,  i n c l u d i n g  p r o c e s s e d  c e r e a l  
p r o d u c t s ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  f o o d s t u f f s  
l i s t e d i n 2 . 1 . 7 ,  2 . 1 . 1 0  a n d 2 . 1 . 1 2  
2 . 1 . 7  M a i z e  t o  b e  s u b j e c t e d  t o  s o r t i n g  o r  o t h e r  5  
p h y s i c a l  t r e a t m e n t  b e f o r e  h u m a n  
c o n s u m p t i o n  o r  u s e  a s  a n  i n g r e d i e n t  i n  
f o o d s t u f f s  
2 . 1 . 8  
R a w  m i l k ,  h e a t - t r e a t e d  m i l k  a n d  m i l k  f o r  
t h e  m a n u f a c t u r e  o f  m i l k - b a s e d  p r o d u c t s  
2 . 1 . 9  F o l l o w i n g  s p e c i e s  o f  s p i c e s :  5  
C a p s i c u m  s p p .  ( d r i e d  h i t s  t h e r e o f ,  w h o l e  
o r  g r o u n d ,  i n c l u d i n g  c h i l l i e s ,  c h i l l i  p o w d e r ,  
c a y e n n e  a n d  p a p r i k a ) ;  P i p e r  s p p .  ( f r u i t s  
t h e r e o f ,  i n c l u d i n g  w h i t e  a n d  b l a c k  p e p p e r ) ;  
M y r i s t i c a  f r a g r a n s  ( n u t m e g ) ;  Z i n g i b e r  
o f l c i n a l e  ( g i n g e r ) ;  C u r c u m a  l o n g a  
( t u r m e r i c )  
2 . 1 . 1 0  P r o c e s s e d  c e r e a l - b a s e d  f o o d s  a n d  b a b y  0 . 1  
f o o d s  f o r  i n f a n t s  a n d  y o u n g  c h i l d r e n  
2 . 1 . 1 1  I n f a n t  f o r m u l a e  a n d  f o l l o w - o n  f o r m u l a e ,  0 . 0 2 5  
i n c l u d i n g  i n f a n t  m i l k  a n d  f o l l o w - o n  m i l k  
2 . 1 . 1 2  D i e t a r y  f o o d s  f o r  s p e c i a l  m e d i c a l  p u r p o s e s  0 . 1  -  0 . 0 2 5  
i n t e n d e d  s p e c i f i c a l l y  f o r  i n f a n t s  
4 . 1 . 4  C u r r e n t  m e t h o d s  o f  d e t e c t i o n  f o r  a f l a t o x i n s  
C h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s  e m p l o y i n g  m e t h o d s  s u c h  a s  t h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  
( T L C ) ,  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( H P L C )  a n d  g a s - l i q u i d  
c h r o m a t o g r a p h y  ( G L C )  a r e  w i d e l y  a c c e p t e d  a s  t h e  o f f i c i a l  m e t h o d s  f o r  a f l a t o x i n  
d e t e r m i n a t i o n .  T h e s e  c o n v e n t i o n a l  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  m u l t i -  
s t e p  c l e a n u p  p r o c e d u r e s  h a v e  b e e n  a p p l i e d  f o r  t h e  s e n s i t i v e  a n d  a c c u r a t e  d e t e c t i o n  o f  
a f l a t o x i n s  i n  v a r i o u s  m a t r i c e s  ( H u n t  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  R o s e n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  T a v E a r - K a l c h e r  
e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  H o w e v e r  t h e  m e t h o d s  a r e  t i m e  c o n s u m i n g ,  l a b o r i o u s ,  e x p e n s i v e ,  r e q u i r e  
s p e c i a l l y  t r a i n e d  p e r s o n n e l  a n d  a r e  g e n e r a l l y  u n s u i t a b l e  f o r  h i g h  t h r o u g h p u t  s a m p l e  
a n a l y s i s .  F o r  t h e s e  r e a s o n s  a  n u m b e r  o f  i m m u n o a s s a y - b a s e d  t e s t s  h a v e  b e e n  
d e v e l o p e d  a s  a n  a l t e r n a t i v e  t o  t h e s e  t e c h n i q u e s .  I r n m u n o a s s a y s  a r e  s i m p l e ,  s e n s i t i v e ,  
c o s t - e f f e c t i v e  a n d  g e n e r a l l y  s p e c i f i c ;  m a k i n g  t h e m  a  s u i t a b l e  m e t h o d  f o r  u s e  i n  
d e v e l o p i n g  c o u n t r i e s ,  w h e r e  a f l a t o x i n  c o n t a m i n a t i o n  i s  m o r e  c o m m o n .  
A  n u m b e r  o f  E L I S A s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  e m p l o y i n g  a n t i b o d i e s  w i t h  h i g h  
s e n s i t i v i t i e s  a n d  s p e c i f i c i t i e s  t o  a f l a t o x i n .  K o l o s o v a  e t  a l .  ( 2 0 0 6 )  a p p l i e d  a  s p e c i f i c  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  d i r e c t  c o m p e t i t i v e  E L I S A  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  A F B l  i n  s p i k e d  r i c e  s a m p l e s .  T h e  a s s a y  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  
b e  0 . 1  t o  1 0 p g L  f o r  A F B 1 ,  w i t h  a n  I C s o  v a l u e  o f  0 . 6 2 p g / L .  H o w e v e r ,  f u r t h e r  r e s e a r c h  
i s  r e q u i r e d  t o  v a l i d a t e  t h e  a s s a y  i n  n a t u r a l l y  o c c u m n g  c o n t a m i n a t e d  s a m p l e s .  D e v i  e t  
a l .  ( 1 9 9 9 )  d e s c r i b e d  t h e  p r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  
A m 1 .  O n e  o f  t h e  a n t i b o d i e s  p r o v e d  t o  b e  e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  a n d  w h e n  a p p l i e d  t o  a n  
E L I S A  f o r m a t  i t  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  a b l e  t o  d e t e c t  a s  l i t t l e  a s  l p g l m l  o f  A F B l .  
G a t h u m b i  e t  a l .  ( 2 0 0 1 )  a l s o  g e n e r a t e d  h i g h l y  s e n s i t i v e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  
A F B 1 .  W h e n  a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  E L I S A ,  t h e  a n t i b o d y  w a s  s h o w n  t o  
h a v e  a  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  1 5 . 8 p g l r n l  f o r  A F B l  i n  P B S  b u f f e r .  T h e  s a m e  a n t i b o d y  w a s  
l a t e r  a p p l i e d  t o  a  d i r e c t  E L I S A  f o r m a t  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A m l  i n  s p i k e d  c h i c k e n  
l i v e r  t i s s u e s ,  w h i c h  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  p u r i f i e d  b y  i m m u n o a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  
( G a t h u m b i  e t  a l .  ( 2 0 0 3 ) .  T h e  a s s a y  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  b e l o w  
2 0 p g / m l  f o r  A F B 1 .  I n  2 0 0 4 ,  L e e  a n d  c o l l e a g u e s  d e s c r i b e d  t h e  d e v e l o p m e n t  a n d  
c o m p a r i s o n  o f  f o u r  d i r e c t  c o m p e t i t i v e  i m m u n o a s s a y s  E L I S A s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
A m l  s p i k e d  i n  c o r n ,  p e a n u t s ,  p i s t a c h i o s  a n d  s o y b e a n s .  R a p i d  a s s a y s  w e r e  d e v e l o p e d  
u t i l i s i n g  t w o  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  ( H R P ) - l a b e l l e d  a f l a t o x i n  c o n j u g a t e s  ( A F B  1 - H R P  
a n d  A m 2 - H R P ) .  T h e  c o n j u g a t e s  w e r e  a d d e d  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  s a m p l e  e x t r a c t s  t o  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d y - c o a t e d  w e l l s .  E m p l o y i n g  t h i s  a s s a y  f o r m a t ,  a n a l y s i s  c o u l d  b e  
c o m p l e t e d  w i t h i n  a  s h o r t e r  t i m e - f r a m e  ( w i t h i n  1 5  m i n u t e s )  t h a n  s t a n d a r d  E L I S A  
p r o t o c o l s .  H o w e v e r ,  l o w e r  s e n s i t i v i t i e s  w e r e  o b s e r v e d  w i t h  t h e  r a p i d  a s s a y s  i n  
c o m p a r i s o n  t o  t h e  s t a n d a r d  a s s a y s  ( l o n g e r  a s s a y s ) ,  w i t h  d e t e c t i o n  l i m i t s  o f  7 . l y g l k g  
a n d  4 . 1 y g / k g ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  a s s a y s  w o u l d  s t i l l  b e  s u i t a b l e  t o  d e t e c t  A F B l  b e l o w  
t h e  m a x i m u m  r e s i d u e  l i m i t  o f  1 0 y g I k g  c u r r e n t l y  e n f o r c e d  i n  A u s t r a l i a  a n d  S o u t h  E a s t  
A s i a .  O t h e r  a n t i b o d i e s  w i t h  h i g h  s e n s i t i v i t i e s  t o  a f l a t o x i n  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  b y  
C a n d l i s h  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  a n d  W a r d  e t  a l .  ( 1 9 9 0 ) ,  w h i c h  c o u l d  d e t e c t  2 0 0 p g l m l  a n d  
1 0 p g I m l  o f  A F B  1 ,  r e s p e c t i v e l y .  
L a t e r a l  f l o w  i m m u n o a s s a y s  ( L F L A )  o r  i m m u n o c h r o m a t o g r a p h i c  a s s a y s  h a v e  a l s o  
p r o v e n  t o  b e  u s e f u l  t o o l s  f o r  t h e  r a p i d  d e t e c t i o n  o f  A F B 1 .  D e l m u l l e  e t  a l .  ( 2 0 0 5 )  
d e v e l o p e d  a n  i m m u n o a s s a y - b a s e d  l a t e r a l  f l o w  d i p s t i c k  f o r  r a p i d  d e t e c t i o n  o f  A F B l  i n  
p i g  f e e d .  T h e  a s s a y ,  w i t h  a  d e t e c t i o n  L i m i t  o f  S y g l k g  i n  p i g  f e e d ,  f a c i l i t a t e d  a  t e s t  
r e s u l t  t o  b e  a t t a i n e d  w i t h i n  1 0  m i n u t e s  X i u l a n  e t  a l .  ( 2 0 0 5 )  a l s o  d e s c r i b e d  t h e  
i m m u n o c h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B  1  i n  b u f f e r  s o l u t i o n .  T h e  
a u t h o r s  d e s c r i b e d  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  a n  a n t i b o d y - c o l l o i d a l  g o l d  c o n j u g a t e  a n d  i t s  
s u b s e q u e n t  u s e  i n  t h e  l a t e r a l  f l o w  i m m u n o a s s a y  ( L F I A ) .  T h e  t i m e  r e q u i r e d  f o r  
a n a l y s i s  w a s  l e s s  t h a n  t e n  m i n u t e s  r e p r e s e n t i n g  a  6 - 1 0  f o l d  d e c r e a s e  i n  d e t e c t i o n  t i m e  
w h e n  c o m p a r e d  t o  a n  E L I S A  f o r m a t .  T h e  L F I A  a l s o  e x h i b i t e d  a  t w o - f o l d  i n c r e a s e  i n  
s e n s i t i v i t y  f o r  A F B l  i n  b u f f e r  c o m p a r a t i v e  w i t h  t h e  E L I S A ,  w i t h  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  
o f  2 . 5 n g l m l  f o r  A F B l  r e p o r t e d .  T h e  i m m u n o c h r o m a t o g r a p h y  a s s a y  w a s  l a t e r  
d e s c r i b e d  b y  X i u l a n  e t  a l .  ( 2 0 0 6 )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B l  i n  s p i k e d  s a m p l e s  o f  r i c e ,  
c o r n  a n d  w h e a t .  T h e  a s s a y ,  e m p l o y i n g  a n  A F B 1 - s p e c i f i c  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  w a s  
r e p o r t e d  t o  h a v e  a  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  a p p r o x .  2 p g l k g  f o r  A F B l  i n  f o o d  e x t r a c t .  
W i t h  t h e  a d v e n t  o f  a r r a y  a n d  s e n s o r  t e c h n o l o g y ,  a  n u m b e r  o f  b i o s e n s o r s  h a v e  b e e n  
d e v e l o p e d  i n  r e c e n t  y e a r s  f o r  t h e  r a p i d  d e t e c t i o n  o f  a f l a t o x i n s  i n  a  v a r i e t y  o f  f o o d  
m a t r i c e s .  M a r a g o s  e t  a l .  ( 1 9 9 9 )  d e s c r i b e d  t h e  u s e  o f  a  f i b r e - o p t i c  i m m u n o s e n s o r  f o r  
t h e  d e t e c t i o n  o f  a f l a t o x i n s  i n  m a i z e .  T h i s  n o n - c o m p e t i t i v e  a s s a y  u t i l i s e d  t h e  n a t i v e  
f l u o r e s c e n c e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  m y c o t o x i n s .  T h e  s e n s o r  a l l o w e d  f o r  t h e  r a p i d  d e t e c t i o n  
i f  A F B 1  c o n c e n t r a t i o n s  a s  l o w  a s  2 n g l m l .  A l t h o u g h  t h e  a s s a y  p r o v e d  t o  b e  a  s e n s i t i v e  
m e a n s  o f  d e t e c t i n g  a f l a t o x i n ,  i t  d i d  l a c k  s p e c i f i c i t y .  C a r l s o n  e t  a l .  ( 2 0 0 0 )  
d e m o n s t r a t e d  t h e  u s e  o f  a n  a u t o m a t e d  i m m u n o a f f i n i t y  f l u o r o m e t r i c  h a n d h e l d  
b i o s e n s o r  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a f l a t o x i n .  T h e  s e n s o r - b a s e d  a s s a y ,  w i t h  a  d e t e c t i o n  
r a n g e  o f  0 . 1  t o  5 0 p p b  d e t e c t i o n  r a n g e ,  g a v e  a  r e s u l t  w i t h i n  l e s s  t h a n  2  m i n u t e s  w i t h  a  
s a m p l e  r e q u i r e m e n t  o f  o n e  m i l l i l i t r e .  I n  2 0 0 6 ,  A m m i d a  a n d  c o l l e a g u e s  c o m p a r e d  t h e  
u s e  o f  a n  i m m u n o s e n s o r  a n d  H P L C  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B I  i n  b a r l e y .  T h e  i n d i r e c t  
c o m p e t i t i v e  e l e c t r o c h e m i c a l  E L I S A  e m p l o y e d  a  s p e c i f i c  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a n d  
d i s p o s a b l e  s c r e e n - p r i n t e d  c a r b o n  e l e c t r o d e s .  T h e  i m m u n o s e n s o r  a s s a y  h a d  a  l i n e a r  
r a n g e  o f  0 . 1  t o  l O n g / m l  f o r  A F B l  w i t h  a  L i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  9 0 p g l m l .  A l l  r e s u l t s  
o b t a i n e d  w e r e  c o n f i r m e d  b y  H P L C .  P e m b e r t o n  e t  a l .  ( 2 0 0 6 )  d e s c r i b e d  t h e  u s e  o f  a  
s c r e e n - p r i n t e d  c a r b o n  e l e c t r o c h e m i c a l  i m m u n o s e n s o r  a r r a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
m y c o t o x i n s .  T h e  a s s a y  e m p l o y e d  a  c o m p e t i t i v e  f o r m a t  b e t w e e n  f r e e  A F B l  a n d  
b i o t i n y l a t e d  A F B l  f o r  b i n d i n g  t o  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  i m m o b i l i s e d  o n  t h e  s e n s o r  
p l a t f o r m .  A  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  O . 1 5 n g l m l  w a s  r e p o r t e d .  S a p s f o r d  a n d  c o l l e a g u e s  
( 2 0 0 6 )  d e v e l o p e d  a n  a r r a y  b i o s e n s o r  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B l  i n  c o r n  a n d  n u t  
p r o d u c t s .  N e u t r a v i d i n  s l i d e s  w e r e  c h o s e n  a s  t h e  a r r a y  p l a t f o r m  a n d  w e r e  p a t t e r n e d  
w i t h  b i o t i n y l a t e d  A F B  1 .  F r e e  A F B  1  a n d  a n  A F B  1 - s p e c i f i c  C y  5 - l a b e l e l d  m o n o c l o n a l  
m o u s e  a n t i b o d y  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  s l i d e s  w h e r e  b o t h  f r e e  a n d  b i o t i n y l a t e d  A F B l  
c o m p e t e d  f o r  a n t i b o d y  b i n d i n g  s i t e s .  T h e  a s s a y  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  
o f  1 . 5 - 5 n g l g  f o r  c o r n  p r o d u c t s ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  f o o d  m a t r i x ,  w h i c h  i n c l u d e d  
p o p c o r n ,  c o r n f l a k e s  a n d  c o r n m e a l .  A  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  0 . 6 - 1 . 4 n g l g  w a s  r e p o r t e d  
f o r  n u t  p r o d u c t s  ( p e a n u t s ,  p e c a n s  a n d  p e a n u t  b u t t e r ) .  
I n  r e c e n t  y e a r s  t h e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  s u r f a c e  p l a s m o n - b a s e d  b i o s e n s o r s ,  
d e v e l o p e d  b y  ~ i a c o r e ~ ,  h a v e  a l s o  p r o v e n  t o  b e  v a l u a b l e  f o r  t h e  a u t o m a t e d  s c r e e n i n g  
o f  a f l a t o x i n - c o n t a m i n a t e d  s a m p l e s .  T h e  s y s t e m  e n a b l e s  r a p i d  a n a l y s i s  w i t h  m i n i m a l  
s a m p l e  h a n d l i n g  a n d  c o n s u m a b l e s ,  a n d  i t s  r e u s a b l e  s e n s o r  s u r f a c e  m a k e s  i t  i d e a l  f o r  
s c r e e n i n g  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s a m p l e s .  I n  2 0 0 0 ,  D a l y  e t  a l .  d e m o n s t r a t e d  t h e  u s e  o f  t h e  
b i o s e n s o r  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B I .  S a m p l e s  s p i k e d  w i t h  A F B l  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  
a n t i b o d y  a n d  t h e  s o l u t i o n  w a s  s u b s e q u e n t l y  p a s s e d  o v e r  a n  A F B l  c o n j u g a t e  
i r n i n o b i l i s e d  s u r f a c e .  T h e  b i n d i n g  o f  r e m a i n i n g  f r e e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  i n  t e r m s  o f  
r e s p o n s e  u n i t s ,  c o u l d  t h e n  b e  m o n i t o r e d  i n  
' r e a l - t i m e ' .  O n e  o f  t h e  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d i e s  t e s t e d  d e m o n s t r a t e d  h i g h  a v i d i t y  f o r  A m l - B S A  c o n j u g a t e  s u r f a c e ,  a  
c o m m o n  p r o b l e m  e n c o u n t e r e d  w i t h  t h e  u s e  o f  a n t i - h a p t e n  a n t i b o d i e s  g e n e r a t e d  w i t h  
h a p t e n - p r o t e i n  c o n j u g a t e s .  T h i s  l e a d  t o  a s s o c i a t e d  p r o b l e m s  w i t h  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  
a f l a t o x i n  c o n j u g a t e  i m m o b i l i s e d  s u r f a c e .  H o w e v e r ,  a n  a s s a y  w a s  s u c c e s s f u l l y  
d e v e l o p e d  w i t h  t h e  s e c o n d  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  w h i c h  d i s p l a y e d  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  
o f  3 n g l m l  f o r  A F B 1 .  V a n  d e r  G a a g  e t  a l .  ( 2 0 0 3 )  d e v e l o p e d  a  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  f o r  
t h e  s i m u l t a n e o u s  d e t e c t i o n  o f  f o u r  m y c o t o x i n s .  A  t e s t  r e s u l t  w a s  a c h i e v a b l e  w i t h i n  t e n  
m i n u t e s ,  f o l l o w i n g  a  s a m p l e  e x t r a c t i o n  a n d  c l e a n - u p  p r o c e d u r e  o f  a p p r o x i m a t e l y  
f i f t e e n  m i n u t e s .  T h e  a s s a y  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  0 . 2 n g I g  f o r  A F B 1 .  
T h e  i r n m u n o a s s a y s  d e s c r i b e d  h a v e  i n c o r p o r a t e d  e i t h e r  p o l y c l o n a l  o r  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d i e s .  H o w e v e r ,  r e c e n t  d e v e l o p m e n t s  i n  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  t e c h n o l o g y  h a v e  
y i e l d e d  n o v e l  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  w i t h  d e s i r a b l e  a f f i n i t i e s  a n d  s p e c i f i c i t i e s .  
R e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  h a v e  s e v e r a l  a d v a n t a g e s  o v e r  t h e i r  c o n v e n t i o n a l  c o u n t e r p a r t s ,  
i n c l u d i n g  t h e  s p e e d  o f  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n ,  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a l t e r i n g  a f f i n i t y  a n d  
s p e c i f i c i t y ,  a n d  t h e  a b i l i t y  t o  g e n e r a t e  n o v e l  f u n c t i o n a l i t i e s .  U n l i k e  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d i e s  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  a l s o  p r o v i d e  a n  i n f i n i t e  s u p p l y .  S i n g l e  c h a i n  
v a r i a b l e  f r a g m e n t s  ( s c F v )  s p e c i f i c  f o r  A F B  1  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  a  p h a g e  d i s p l a y  
l i b r a r y  ( D a l y  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  D u n n e  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e s e  s p e c i f i c  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  h a v e  
b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  E L I S A  a n d  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y s .  T h e  
c o m p e t i t i v e  E L I S A  e m p l o y i n g  a n  A F B 1 - s p e c i f i c  s c F v ,  d e s c r i b e d  b y  D a l y  e t  a l .  
( 2 0 0 2 ) ,  o f f e r e d  l i m i t e d  s e n s i t i v i t y  w i t h  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  9 8 n g l m l  f o r  A m ] .  
H o w e v e r ,  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  w a s  d i s p l a y e d  w h e n  a p p l i e d  t o  a  B i a c o r e  a s s a y  f o r m a t  
w i t h  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  a t  3  a n d  0 . 7 5 n g l m l  f o r  A F B l  i n  s p i k e d  P B S  a n d  g r a i n ,  
r e s p e c t i v e l y .  D u n n e  e t  a l .  ( 2 0 0 5 )  l a t e r  d e s c r i b e d  t h e  u s e  o f  m o n o m e r i c  a n d  d i m e r i c  
s c F v s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A m l  i n  a  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y .  T h e  h i g h l y  s e n s i t i v e  
r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  d e t e c t i o n  r a n g e s  o f  3 9 0  t o  
1 2 , 0 0 0 p g l m l  a n d  1 9 0  t o  2 4 , 0 0 0 p g l m l  f o r  t h e  m o n o m e r i c  a n d  d i m e r i c  s c F v ,  
r e s p e c t i v e l y .  T h e  f o l l o w i n g  c h a p t e r  d e s c r i b e s  t h e  c o n v e r s i o n  o f  t h i s  a n t i b o d y  
f r a g m e n t  t o  a  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  h u m a n  c o n s t a n t  d o m a i n s ,  
w h i c h  m a y  i m p r o v e  t h e  o v e r a l l  s t a b i l i t y  o f  t h e  f r a g m e n t .  T h e  s t a b i l i t y  o f  b i o l o g i c a l  
c o m p o n e n t s  f a c i l i t a t e s  l o n g - t e r m  s t o r a g e ,  w h i c h  i s  v i t a l  f o r  f u t u r e  c o m m e r c i a l  
i m m u n o a s s a y  a p p l i c a t i o n s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  s e n s i t i v i t y  c a n  a l s o  b e  i m p r o v e d  w i t h  t h i s  
c o n v e r s i o n  ( T o w n s e n d  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  a n d  w i t h  c h a n g e s  i n  l e g i s l a t i o n  a n d  m o r e  s t r i n g e n t  
q u a l i t y  c o n t r o l ;  t h e r e  i s  a  d e f i n i t e  n e e d  f o r  a n t i b o d i e s  w i t h  e v e n  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  
4 . 1 . 5  C h a p t e r  o u t l i n e  
T h i s  c h a p t e r  f o c u s e s  o n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  a  p r e v i o u s l y  i s o l a t e d  m u r i n e  a n t i - A m 1  
s i n g l e  c h a i n  v a r i a b l e  f r a g m e n t  ( s c F v )  t o  a  c h i m e r i c  F a b  c o n s t r u c t  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  
h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s ,  u s i n g  P C R  a s s e m b l y  m e t h o d s  c o m b i n e d  w i t h  p h a g e  d i s p l a y  
t e c h n i q u e s .  T w o  c l o n e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  c h i m e r i c  m o u s e / h u m a n  F a b  a n t i b o d y  
l i b r a r y  a n d  a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s e v e r a l  i m r n u n o a s s a y  f o r m a t s  a n d  c o m p a r e d  
w i t h  r e g a r d  t o  s e n s i t i v i t y  t o  t h e  p a r e n t  s c F v .  T h e  p o t e n t i a l  b e n e f i t s  o f  c o n v e r t i n g  a n d  
s c F v  t o  a  F a b  f o r m a t  i n  t e r m s  o f  e x p r e s s i o n ,  s t a b i l i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  w e r e  a l s o  
a s s e s s e d .  
F i n a l l y ,  t h e  a n t i b o d i e s  w e r e  t r a n s f o r m e d  i n t o  t h e  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  f o r  s u b s e q u e n t  
e x p r e s s i o n  o f  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  r e c o m b i n a n t  f r a g m e n t s .  T h i s  m e t h o d  w o u l d  
f a c i l i t a t e  i m m o b i l i s a t i o n  o f  f r a g m e n t s  o n t o  a v i d i n  s u r f a c e s  i n  a n  o r i e n t a t e d  m a n n e r  
a n d  c o u l d  b e  p o t e n t i a l l y  u s e f u l  f o r  f u t u r e  a n t i b o d y  a r r a y  a p p l i c a t i o n s .  
4 . 2  R e s u l t s  
4 . 2 . 1  C o n s t r u c t i o n  o f  a n  a n t i - A F B 1  c h i m e r i c  m o u s e h u m a n  F a b  l i b r a r y  
A n  a n t i - A F B 1  m u r i n e  s c F v  ( D u n n e  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  w a s  c o n v e r t e d  t o  a  c h i m e r i c  F a b  
f o r m a t  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s  u s i n g  a  n u m b e r  o f  o v e r l a p  e x t e n s i o n  
p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n s  ( P C R s ) ,  a s  d e s c r i b e d  b y  B a r b a s  e t  a l .  ( 2 0 0 1 ) .  A  s c h e m a t i c  
r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  P C R  s t e p s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 3 .  T h e  r e s u l t i n g  F a b  f r a g m e n t s  
w e r e  l i g a t e d  i n t o  t h e  p h a g e m i d  v e c t o r  p C o m b 3 X  t o  a l l o w  p h a g e - d i s p l a y  s e l e c t i o n  o f  
A F l 3  ] - s p e c i f i c  F a b  f r a g m e n t s .  
4 . 2 . 1 . 1  A m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  m u r i n e  v a r i a b l e  a n d  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s  
T h e  m u r i n e  v a r i a b l e  h e a v y  ( V H ~ )  a n d  l i g h t  ( V h )  c h a i n  a n t i b o d y  g e n e s  o f  t h e  A F B I -  
s p e c i f i c  s c F v  p r o d u c e d  a n d  c h a r a c t e r i s e d  b y  D r .  L y n s e y  D u n n e  ( D u n n e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  
D u n n e  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  w e r e  a m p l i f i e d  u s i n g  t h e  p r i m e r s  l i s t e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 1 .  
A l t h o u g h  t h e  k a p p a  ( K )  l i g h t  c h a i n  i s  d o m i n a n t  i n  m i c e ,  w i t h  a  ~ : h  r a t i o  o f  
a p p r o x i m a t e l y  2 0 :  1  i n  B a l b t c  m i c e ,  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  s c F v  s e q u e n c e  r e v e a l e d  i t  
c o n t a i n e d  a  v a r i a b l e  l a m b d a  l i g h t  ( V ) . )  c h a i n .  T h e r e f o r e ,  c h i m e r i c  F a b  c o n s t r u c t s  w e r e  
g e n e r a t e d  w i t h  t h e  V h  r e g i o n  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  c o n s t a n t  l a m b d a  ( C A )  r e g i o n s  ( r a t h e r  
t h a n  C ,  r e g i o n s ,  a s  d e s c r i b e d  b y  B a r b a s  e t  a l .  ( 2 0 0 1 ) .  I t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  a  m o r e  
c o m p a t i b l e  p a i r i n g  o f  t h e  l i g h t  c h a i n  c o n s t a n t  a n d  v a r i a b l e  r e g i o n s  m i g h t  i m p r o v e  
s t a b i l i t y  a n d  a c t i v i t y  o f  r e s u l t i n g  F a b  f r a g m e n t s  ( T o w n s e n d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  F o r  t h e  
g e n e r a t i o n  o f  t h e  C A - a s s o c i a t e d  F a b ,  t h e  r e v e r s e  Vx p r i m e r  w a s  d e s i g n e d  t o  
i n c o r p o r a t e  a  h u m a n  C L  s e q u e n c e  t a i l  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 1 ) ,  a l l o w i n g  s u b s e q u e n t  
a s s e m b l y  o f  v a r i a b l e  l i g h t  c h a i n s  ( V  L )  w i t h  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s  ( C h )  b y  o v e r l a p  
e x t e n s i o n  P C R .  T h e  r e v e r s e  V H  p r i m e r  i n t r o d u c e s  a  h u m a n  C H I  s e q u e n c e  t a i l  ( S e c t i o n  
2 . 4 . 2 . 1 . 1 ) ,  f a c i l i t a t i n g  g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i m e r i c  h e a v y  c h a i n  ( F d )  f r a g m e n t  b y  
o v e r l a p  e x t e n s i o n  P C R .  P C R  c o m p o n e n t s  a n d  c o n d i t i o n s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  
v a r i a b l e  r e g i o n s  o f  t h e  a n t i - A m 1  s c F v  a r e  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 2  a n d  
2 . 4 . 2 . 1 . 3 .  T h e  c o n s t a n t  h e a v y  ( C H I )  a n d  l i g h t  ( C L )  c h a i n  a n t i b o d y  g e n e s  w e r e  
a m p l i f i e d  f r o m  t h e  v e c t o r s  p C o m b 3 X T T  a n d  p C o m b 3 X h ,  r e s p e c t i v e l y ,  u s i n g  t h e  
p r i m e r s  a n d  c o n d i t i o n s  o u t l i n e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 2 .  T h e s e  p C o m b 3  s e r i e s  v e c t o r s  
c o n t a i n  s t a n d a r d  h u m a n  F a b  f r a g m e n t  i n s e r t s  ( A n d r i s - W i d h o p f  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  V a r i a b l e  
a n d  c o n s t a n t  r e g i o n  P C R  p r o d u c t s  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a  2 %  ( w l v )  a g a r o s e  g e l ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 .  T h e  r e s u l t i n g  g e l  i m a g e s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 4  a n d  
F i g u r e  4 . 5  w i t h  b a n d s  v i s i b l e  a t  a p p r o x i m a t e l y  3 5 0 - 4 5 0 b p  f o r  b o t h  t h e  v a r i a b l e  a n d  
c o n s t a n t  r e g i o n s .  F o l l o w i n g  s u c c e s s f u l  a m p l i f i c a t i o n  o f  b o t h  v a r i a b l e  a n d  c o n s t a n t  
r e g i o n  P C R  p r o d u c t s  w e r e  p o o l e d ,  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  a n d  p u r i f i e d  f r o m  a n  a g a r o s e  
g e l  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 4  a n d  2 . 4 . 2 . 1 . 5 ) .  
( A )  
F I B  s a q u e n c e -  
" '   
\ H u m a n  C H I  
s e q u e n c e  t e l l  
P l l r n r r ~ q w m w ~  
l a l l  
H u m a n  4  
s e q u e n c e  t e l l  
-  
V e c t o r  
H u m o n  q , ~  -  " q m n c e  
C h l m e r l c  L l g h t  C h a l n  
-  
C h i m e r l c  H e a v y  C h a l n  
( E l  - .  1  I  
C h i m e r l c  F a b  F r a g m e n t  
F i g u r e  4 . 3 .  C o n s t r u c t i o n  o f  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t s  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n  P C R .  ( A )  V a r i a b l e  
r e g i o n s  ( V A  a n d  V H )  w e r e  a m p l f l e d  f r o m  t h e  m u r i n e  s c F v  u s i n g  s p e c f l c  p r i m e r s ,  w h i c h  
i n t r o d u c e  h u m a n  C H I  a n d  C l  t a i l s ,  a l l o w i n g  s u b s e q u e n t  o v e r l a p  e x t e n s i o n  P C R  w i t h  c o n s t a n t  
r e g i o n s .  ( B )  H u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s  ( C A  a n d  C H I )  w e r e  a m p l i J i e d  f r o m  t h e  p C o m b 3 H .  a n d  
p C o r n b 3 X T T  v e c t o r s ,  r e s p e c t i v e l y .  ( C )  A s s e m b l y  o f  m u r i n e  V l  r e g i o n s  w i t h  C A  r e g i o n s  t o  
c r e a t e  c h i m e r i c  l a m b d a  l i g h t  c h a i n s  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n  P C R .  ( D )  A s s e m b l y  o f  m u r i n e  V H  
r e g i o n s  w i t h  h u m a n  C H I  r e g i o n s  t o  c r e a t e  c h i m e r i c  h e a v y  c h a i n s  ( F d )  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n  
P C R .  ( E )  A s s e m b l y  o f  t h e  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n  P C R ,  w h e r e  t h e  p e l B  
l e a d e r  s e q u e n c e  s e r v e s  a s  t h e  o v e r l a p  r e g i o n  f o r  t h e  t w o  p r o d u c t s .  
F i g u r e  4 . 4 .  A m p l i f i c a t i o n  o f  ( A )  v a r i a b l e  h e a v y  ( V H )  a n d  ( B )  v a r i a b l e  l i g h t  ( V L )  c h a i n  g e n e s  
o f  a n t i - A F B ,  s c F v .  A  s p e c i L f i c  b a n d  c a n  b e  s e e n  a t  a p p r o x .  4 0 0 b p  a n d  3 5 0 b p  f o r  b o t h  t h e  V H  
a n d  V L  f r a g m e n t s ,  r e s p e c t i v e l y ,  ( A )  L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  l a d d e r ;  ( I )  a m p l i J % e d  v a r i a b l e  
h e a v y  c h a i n  D N A  ( B )  L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  l a d d e r ;  ( I )  a m p l i f i e d  v a r i a b l e  l i g h t  c h a i n  
D N A .  
S I Z E  ( b p )  
I  
5 0 0 -  
3 0 0  -  
F i g u r e  4 . 4 .  A m p l i f i c a t i o n  o f  ( A )  c o n s t a n t  h e a v y  ( C H I )  a n d  ( B )  c o n s t a n t  l i g h t - p e l B  ( C A - p e l B )  
c h a i n  g e n e s  f r o m  p r e v i o u s l y  c l o n e d  h u m a n  F a b  f r a g m e n t s .  ( A )  L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  
l a d d e r ;  ( 1 )  a m p l i f i e d  h u m a n  c o n s t a n t  h e a v y  c h a i n  ( C H I )  D N A  a t  a p p r o x .  4 0 0 b p .  ( B )  L a n e s :  
( M )  1 K b p l u s  D N A  l a d d e r ;  ( 1 )  a m p l i J ? e d  h u m a n  c o n s t a n t  l i g h t  c h a i n  - p e l B  ( C A - p e l B )  p r o d u c t  
a t  a p p r o x .  4 5 0 b p .  
4 . 2 . 1 . 2  A s s e m b l y  o f  m u r i n e  v a r i a b l e  r e g i o n s  w i t h  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s  
O v e r l a p  e x t e n s i o n  P C R  w a s  u s e d  t o  a s s e m b l e  m o u s e  v a r i a b l e  r e g i o n  P C R  p r o d u c t s  
w i t h  t h e  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n  P C R  p r o d u c t s  t o  g e n e r a t e  c h i m e r i c  l i g h t -  a n d  h e a v y -  
c h a i n  f r a g m e n t s .  T h e  m u r i n e  V L  P C R  p r o d u c t s ,  w h i c h  h a v e  a  h u m a n  C I .  s e q u e n c e  t a i l ,  
w e r e  c o m b i n e d  w i t h  t h e  h u m a n  C h - p e l B  p r o d u c t s  t o  g e n e r a t e  c h i m e r i c  l a m b d a  l i g h t  
c h a i n - p e l B  f r a g m e n t s  u s i n g  t h e  p r i m e r s  a n d  c o n d i t i o n s  o u t l i n e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 3 . 1  
a n d  2 . 4 . 2 . 3 . 2 .  T h e  m u r i n e  V H  P C R  p r o d u c t s ,  w h i c h  h a v e  a  h u m a n  C H I  s e q u e n c e  t a i l ,  
w e r e  c o m b i n e d  w i t h  t h e  h u m a n  C H I  P C R  p r o d u c t s  t o  c r e a t e  c h i m e r i c  F d  f r a g m e n t s  
u s i n g  t h e  p r i m e r s  a n d  c o n d i t i o n s  o u t l i n e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 3 . 3  a n d  2 . 4 . 2 . 3 . 4 .  T h e  
a m p l i f i e d  P C R  p r o d u c t s  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a  1 . 5 %  ( v l v )  a g a r o s e  g e l  a n d  t h e  
r e s u l t i n g  g e l  i m a g e s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 6  w i t h  b a n d s  v i s i b l e  a t  a p p r o x i m a t e l y  7 5 0 -  
8 0 0 b p  f o r  b o t h  t h e  c h i m e r i c  l i g h t -  a n d  h e a v y - c h a i n  f r a g m e n t s .  F o l l o w i n g  s u c c e s s f u l  
a m p l i f i c a t i o n  o f  b o t h  c h i m e r i c  f r a g m e n t s ,  P C R  p r o d u c t s  w e r e  p o o l e d ,  e t h a n o l  
p r e c i p i t a t e d  a n d  p u r i f i e d  f r o m  a n  a g a r o s e  g e l  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 3 . 5 ) .  
S I Z E  ( b p )  S I Z E  ( b p )  
8 5 0  -  8 5 0  -  
6 5 0  -  6 5 0  -  
F i g u r e  4 . 6 .  O v e r l a p  e x t e n s i o n  P C R  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  ( A )  l a m b d a  l i g h t  c h a i n  a n d  ( B )  
h e a v y  c h a i n  ( F d )  f r a g m e n t .  A  s p e c i f i c  b a n d  c a n  b e  s e e n  a t  a p p r o x .  7 5 0 - 8 0 0 b p  f o r  b o t h  t h e  
l i g h t  a n d  h e a v y  c h a i n  f r a g m e n t s .  ( A )  L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  l a d d e r ;  ( 1 )  a m p l i f i e d  
c h i m e r i c  l a m b d a  l i g h t  c h a i n - p e l B  f r a g m e n t  ( B )  L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  l a d d e r ;  ( I )  
a m p l i f i e d  c h i m e r i c  h e a v y  c h a i n  ( F d )  f r a g m e n t .  
4 . 2 . 1 . 3  A s s e m b l y  o f  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t  
I n  t h e  f i n a l  o v e r l a p  P C R  r e a c t i o n  t h e  c h i m e r i c  h e a v y  ( F d )  f r a g m e n t  a n d  L i g h t  c h a i n -  
p e l B  f r a g m e n t  w e r e  c o m b i n e d  t o  f o r m  t h e  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t ,  w h e r e  t h e  p e l B  
l e a d e r  s e q u e n c e  s e r v e d  a s  t h e  o v e r l a p  r e g i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 4 ) .  T h e  o v e r l a p  P C R  
r e a c t i o n  w a s  a n a l y s e d  o n  a  1 . 5 %  ( v l v )  a g a r o s e  g e l  a n d  t h e  r e s u l t i n g  g e l  i m a g e  i s  
s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 7 ,  w i t h  b a n d s  v i s i b l e  a t  a p p r o x i m a t e l y  1 , 5 0 0 b p  r e p r e s e n t i n g  t h e  
c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t s .  F o l l o w i n g  s u c c e s s f u l  a m p l i f i c a t i o n ,  t h e  P C R  r e a c t i o n  w a s  
s c a l e d  u p ,  P C R  p r o d u c t s  p o o l e d ,  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  a n d  p u r i f i e d  f r o m  a n  a g a r o s e  g e l  
( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 4 . 3 ) .  
F i g u r e  4 . 7 .  F i n a l  o v e r l a p  e x t e n s i o n  P C R  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t .  
L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  l a d d e r ;  ( 1 - 2 )  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t ,  w h e r e  s p e c i f i c  b a n d s  c a n  b e  
s e e n  a t  a p p r o x .  1 , 6 0 0 b p .  
4 . 2 . 1 . 3  D i g e s t i o n  o f  p C o m b 3 X  v e c t o r  a n d  F a b  o v e r l a p  P C R  p r o d u c t  
T h e  r e s u l t i n g  c h i m e r i c  F a b  f r a g m e n t s  a n d  t h e  p C o m b 3 X  v e c t o r  w e r e  d i g e s t e d  w i t h  
S f i I  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 5 .  T h e  d i g e s t e d  o v e r l a p  p r o d u c t  a n d  v e c t o r  D N A  
w e r e  t h e n  p u r i f i e d  f r o m  a  1 %  ( w l v )  a n d  0 . 6 %  ( w l v )  a g a r o s e  g e l  b y  e l e c t r o e l u t i o n  a n d  
t h e  r e s u l t i n g  p u r i f i e d  D N A  q u a n t i f i e d  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 5 .  
4 . 2 . 1 . 4  L i b r a r y  l i g a t i o n  a n d  t r a n s f o r m a t i o n  
T h e  p u r i f i e d  d i g e s t e d  F a b  f r a g m e n t  w a s  l i g a t e d  i n t o  t h e  p C o m b 3 X  v e c t o r  a n d  h i g h  
e f f i c i e n c y  e l e c t r o c o m p e t e n t  E .  c o l i  E R 2 7 3 8  c e l l s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  s u b s e q u e n t  l i b r a r y  
t r a n s f o r m a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 6  a n d  2 . 4 . 2 . 7 ) .  T h e  v e c t o r  c o n t a i n i n g  t h e  i n s e r t  w a s  
t r a n s f o r m e d  i n t o  t h e  E ,  c o l i  E R 2 7 3 8  c e l l s  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 8 ) ,  
r e s u l t i n g  i n  a  l i b r a r y  s i z e  o f  6 . 3  x  1 0 '  c e l l s ,  w i t h  a  v e c t o r  s e l f - l i g a t i o n  b a c k g r o u n d  o f  
< 0 . 1 % .  
4 . 2 . 2  I s o l a t i o n  o f  F a b  f r a g m e n t s  a g a i n s t  A F B l  f r o m  c h i m e r i c  F a b  l i b r a r y  
I n  o r d e r  t o  e n r i c h  t h e  c o n s t r u c t e d  F a b  l i b r a r y  f o r  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  t o  A F B l ,  a  s e r i e s  
o f  s e l e c t i o n s  o n  N u n c  M a x i s o r p T M  i m m u n o t u b e s  ( r o u n d  1 )  a n d  o n  N u n c  M a x i s o r p T M  
m i c r o t i t r e  p l a t e s  ( s u b s e q u e n t  r o u n d s ) ,  w e r e  p e r f o r m e d .  T h i s  s e l e c t i o n  p r o c e s s ,  k n o w n  
a s  b i o - p a n n i n g ,  i n v o l v e s  i n c u b a t i n g  t h e  p h a g e  l i b r a r y  i n  a n  i m m u n o t u b e  ( o r  w e l l  o f  a n  
i m r n u n o p l a t e )  c o a t e d  w i t h  a  s p e c i f i c  a n t i g e n .  U n b o u n d  p h a g e  p a r t i c l e s  a r e  w a s h e d  
a w a y ,  b o u n d  p h a g e  a r e  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  s u r f a c e ,  r e i n f e c t e d  i n t o  E .  c o l i  c e l l s  a n d  r e -  
g r o w n  f o r  f u r t h e r  e n r i c h m e n t .  
P h a g e  d i s p l a y i n g  F a b  f r a g m e n t s  w e r e  r e s c u e d  f r o m  t h e  l i b r a r y  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1  
a n d  c o n c e n t r a t e d  b y  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l /  s o d i u m  c h l o r i d e  ( P E G N a C l )  p r e c i p i t a t i o n ,  
a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 2 .  R e - s u s p e n d e d  p h a g e  w a s  a d d e d  t o  a n  i m m u n o t u b e  t h a t  
h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  c o a t e d  w i t h  l O p , g / m l  o f  A F B l - B S A  a n d  b l o c k e d  w i t h  P B S  
c o n t a i n i n g  3 %  ( w l v )  B S A  ( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 3 . 1 ) .  N o n - s p e c i f i c  p h a g e  w a s  r e m o v e d  b y  
w a s h i n g  a n d  b o u n d  p h a g e  e l u t e d  w i t h  l p g / m l  A F B l  i n  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( v l v )  
m e t h a n o l .  E l u t e d  p h a g e  w a s  r e - i n f e c t e d  i n t o  E .  c o l i  E R 2 7 3 8  c e l l s  ( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 4 )  f o r  
s u b s e q u e n t  p r o p a g a t i o n  a n d  s e l e c t i o n  b y  b i o - p a n n i n g .  S u c c e e d i n g  r o u n d s  o f  b i o -  
p a n n i n g  w e r e  p e r f o r m e d  i n  a  s i n g l e  m i c r o t i t r e  p l a t e  w e l l  ( N u n c  m  a x  i s  o r ^ ^ ^ ) ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 3 . 1 ,  a n d  s p e c i f i c a l l y  b o u n d  p h a g e  e l u t e d  w i t h  1 0 m g l m l  
t r y p s i n  p r e p a r e d  i n  P B S .  
T h r e e  r o u n d s  o f  p a n n i n g  w e r e  p e r f o r m e d  a n d  p h a g e  p o o l s  o b t a i n e d  a f t e r  e a c h  r o u n d  
o f  p a n n i n g  w e r e  a n a l y s e d  b y  p o l y c l o n a l  p h a g e  E L I S A  t o  m o n i t o r  t h e  e n r i c h m e n t  o f  
t h e  p h a g e  p o p u l a t i o n .  A s  s e e n  i n  F i g u r e  4 . 8 ,  p h a g e  p o o l s  s h o w e d  s p e c i f i c  b i n d i n g  t o  
A F B 1  a n d  n e g l i g i b l e  b i n d i n g  t o  B S A  a f t e r  t w o  r o u n d s  o f  p a n n i n g .  A  n u m b e r  o f  c l o n e s  
( n = 9 4 )  w e r e  t h e n  p i c k e d  f r o m  o u t p u t  p l a t e s  f r o m  t h e  t h i r d  r o u n d  o f  b i o - p a n n i n g  a n d  
a n a l y s e d  b y  m o n o c l o n a l  p h a g e  E L I S A  f o r  s p e c i f i c  b i n d i n g  t o  A F B l  ( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 6  
a n d  2 . 4 . 3 . 7 ) .  T w o  c l o n e s  ( D l  1  a n d  G 6 ) ,  w h i c h  d i s p l a y e d  s p e c i f i c  b i n d i n g  t o  A F B I ,  
w e r e  i s o l a t e d  ( F i g u r e  4 . 9 ) .  
F o r  t h e  s o l u b l e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  t w o  F a b  c l o n e s  ( G 6  a n d  D l  1 )  i n  p C o m b 3 X ,  p l a s m i d  
p r e p a r a t i o n s  w e r e  t r a n s f o r m e d  i n t o  a  n o n s u p p r e s s o r  s t r a i n  o f  E .  c o l i  ( i . e .  T o p 1 0  F '  
c e l l s  ( I n v i t r o g e n ) )  b y  e l e c t r o p o r a t i o n ,  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 8 .  I n  t h i s  n o n s u p p r e s s o r  
s t r a i n ,  t h e  a m b e r  s t o p  c o d o n  b e t w e e n  t h e  F a b  c o n s t r u c t s  a n d  t h e  g I I I  g e n e  i s  n o t  
s u p p r e s s e d ,  a l l o w i n g  p r o d u c t i o n  o f  s o l u b l e  F a b  a n t i b o d i e s  f u s e d  t o  a  C - t e r m i n a l  
h i s t i d i n e  ( H i s s )  a n d  i n f l u e n z a  h e m a g g l u t i n i n  ( H A )  t a g  ( Y P Y D V P D Y A S )  t a g .  S i n g l e  
t r a n s f o r m a n t s  w e r e  g r o w n ,  i n d u c e d  w i t h  I l T G  f o r  e x p r e s s i o n  o f  F a b  a n t i b o d y  
f r a g m e n t s  a n d  t h e  c e l l  l y s a t e s  a n a l y s e d  b y  E L I S A .  C e l l  l y s a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  
d e c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  A F B  1  ( 1 0 0 , 0 0 0  t o  3 2 n g / m l )  a n d  a d d e d  t o    a x  i s  o r b ^ ^  
m i c r o t i t r e  p l a t e s  ( N u n c )  c o a t e d  w i t h  l 0 y g l m l  A F B 1 - B S A  c o n j u g a t e .  B o u n d  a n t i b o d y  
w a s  d e t e c t e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  a  H R P - l a b e l l e d  a n t i - h e m a g g l u t i n  ( H A )  a n t i b o d y  
( R o c h e )  a n d  a b s o r p t i o n  v a l u e s  w e r e  n o r m a l i s e d  b y  d i v i d i n g  t h e  a b s o r b a n c e  a t  e a c h  
A F B 1  c o n c e n t r a t i o n  ( A )  b y  t h e  a b s o r b a n c e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  A F B l  ( A o ) .  B o t h  t h e  D l 1  
a n d  G 6  c l o n e s  w e r e  i n h i b i t e d  f r o m  b i n d i n g  i m m o b i l i s e d  a f l a t o x i n  b y  f r e e  t o x i n ,  
i n d i c a t i n g  t h e y  w e r e  s p e c i f i c  t o  A F B l  ( F i g u r e  4 . 1 0 ) .  
P a n 0  P a n  1  P a n 2  R n 3  m s i t i v e  + k e  
c o n t r o l  m 1 t m 1  
F i g u r e  4 . 8 .  
P o l y c l o n a l  p h a g e  E L J S A  f o l l o w i n g  t h r e e  r o u n d s  o f  p a n n i n g .  P h a g e  p o o l s  
o b t a i n e d  a f l e r  e a c h  r o u n d  o f  p a n n i n g  w e r e  a n a l y s e d  i n  p a r a l l e l  w i t h  p h a g e  f r o m  t h e  
u n p a n n e d  l i b r a r y .  ~ a x i s o q f ~  p l a t e s  ( N u n c )  w e r e  c o a t e d  w i t h  ( A )  l O p g / &  A F B l - B S A  a n d  
( B )  l O p g / m l  B S A  ( c o n t r o E ) .  B o u n d  p h a g e  w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  a  H R P - l a b e l l e d  a n t i - E t A  
a n t i b o d y  ( R o c h e ) .  P h a g e  p o o l s  d i d  n o t  b i n d  t o  n e g a t i v e  c o n t r o l  a n t i g e n  ( B S A ) ,  i n d i c a t i n g  t h a t  
p h a g e  w e r e  s p e c i j i c  f o r  A F B l  r a t h e r  t h a n  t h e  c o n j u g a t e  c a r r i e r  p r o t e i n .  
I  
- -  F i g u r e  4 . 9 .  M o n o c l o n a l  p h a g e  E L I S A  f o l l o w i n g  t h r e e  r o u n d s  o f  b i o - p a n n i n g  t h e  c h i m e r i c  
I  
F a b  l i b r a r y .  P l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  I O p g / m l  A F B I - B S A  a n d  b l o c k e d .  P h a g e  w e r e  d e t e c t e d  
u s i n g  a  H R P - l a b e l l e d  a n t i - 1 C L 4  a n t i b o d y .  T w o  c l o n e s  ( D l 1  a n d  G 6 )  w e r e  f o u n d  t o  b e  s p e c i f i c  
f o r A F B 1 .  
1 0  1 0 0  1 0 0 0  1m 1 0 0 0 M )  
q - o ' m ' l )  
F i g l r r e  4 . 1 0 .  E L Z U  a n a l y s i s  o f  D l 1  a n d  G 6 p e r i p l a s m i c  l y s a t e s  f o l l o w i n g  s o l u b l e  e x p r e s s i o n  
o f  F a b  f r a g m e n t s  s e l e c t e d  f o r m  F a b  l i b r a r y .  P l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  1 O p g / m l  A F B I - B S A  
c o n j u g a t e  a n d  b l o c k z d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  5  %  ( w / v )  ~ a r v e l ~ ~ .  C e l l  l y s a t e  ( 5 0 ~ 1 )  i n  P B S  
c o n t a i n i n g  5 %  ( w / v )  ~ a r v e l ~  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  c o n t a i n i n g  5 0  p1 o f  f r e e  A F B I .  
A b s o r b a n c e  v a l u e s  w e r e  n o r m a l i s e d  b y  d i v i d i n g  t h e  m e a n  a b s o r b a n c e  o b t a i n e d  a t  e a c h  A F B I  
c o n c e n t r a t i o n  ( A )  b y  t h e  m e a n  a b s o r b a n c e  v a l u e  d e t e r m i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  z e r o  A F B l  ( A * )  
a n d  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  A F B , .  B o t h  c l o n e s  w e r e  i n h i b i t e d  f r o m  b i n d i n g  t h e  
i m m o b i l i s e d  c o n j u g a t e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f f r e e  A F B ,  
4 . 2 . 3  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o n  A F B 1 - s p e c i f i c  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  
S t a b  c u l t u r e s  o f  E .  c o l i  T o p l O F '  ( c o n t a i n i n g  t h e  p C o m b 3 X  b e a r i n g  t h e  a n t i - A F B 1  G 6  
a n d  D l  1  F a b  g e n e s )  a n d  E .  c o l i  J M 8 3  ( c o n t a i n i n g  t h e  p l a s m i d  p A K 4 0 0  b e a r i n g  t h e  
a n t i - A F B 1  s c F v  g e n e )  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 9 . 1 .  T h e  c u l t u r e s  
w e r e  s e n t  t o  Q i a g e n  ( G e r m a n y )  L t d  f o r  p l a s r n i d  p r e p a r a t i o n  a n d  s e q u e n c i n g .  
S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  a n t i b o d y  f r a g m e n t  c l o n e s  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  
o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s  l i s t e d  i n  T a b l e  2 . 2  ( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 9 . 2 ) .  
T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  w e r e  t r a n s l a t e d  t o  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  u s i n g  a  w e b - b a s e d  
t r a n s l a t e  t o o l  ( E x p a s y )  a n d  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  a l i g n e d  u s i n g  a  w e b - b a s e d  
p r o t e i n  a l i g n m e n t  t o o l  ( P B I L )  ( T a b l e  2 . 3 ,  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 9 . 2 ) .  T h e  a l i g n m e n t  o f  t h e  
v a r i a b l e  r e g i o n  s e q u e n c e s  o f  t h e  F a b  c l o n e s  s e l e c t e d  f r o m  t h e  F a b  l i b r a r y  i s  s h o w n  
F i g u r e  4 . 1 1  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  p a r e n t  s c F v  v a r i a b l e  r e g i o n s .  T h e  l i g h t  a n d  h e a v y  
c h a i n  c o m p l e m e n t a r i t y  d e t e r m i n i n g  r e g i o n s  ( C D R s )  w e r e  d e f i n e d  a c c o r d i n g  t o  K a b a t  
e t  a l .  ( 1 9 9 1 )  a n d  a r e  h i g h l i g h t e d  i n  y e l l o w  a n d  r e d ,  r e s p e c t i v e l y .  A l l  t h r e e  v a r i a b l e  
l i g h t  c h a i n  s e q u e n c e s  d i s p l a y e d  1 0 0 %  h o m o l o g y .  T h e  h e a v y  c h a i n  C D R s  o f  t h e  s c F v  
a n d  D l 1  w e r e  f o u n d  t o  b e  i d e n t i c a l ,  a s  e x p e c t e d .  H o w e v e r ,  t h e  G 6  F a b  h a s  s i n g l e  
a m i n o  a c i d  d i f f e r e n c e  i n  t h e  C D R H 3  d u e  t o  a  s i n g l e  b a s e  s u b s t i t u t i o n  ( g u a n i n e  f o r  a n  
a d e n i n e )  a n d  r e s u l t i n g  i n  g l y c i n e  ( G )  b e i n g  t r a n s l a t e d  i n s t e a d  o f  a s p a r t i c  a c i d  ( D ) .  
T h i s  b a s e  s u b s t i t u t i o n  w a s  d u e  t o  a n  e r r o r  i n  P C R  a m p l i f i c a t i o n  r a t h e r  t h a n  a n  e r r o r  i n  
s e q u e n c i n g  a s  t h e  h e a v y  c h a i n  r e g i o n s  o f  t h e  b o t h  t h e  D l 1  a n d  G 6  F a b  w e r e  
s e q u e n c e d  a  n u m b e r  o f  t i m e s  ( 1 2 = 6 )  a n d  a l l  s e q u e n c e  d a t a  p r o v i d e d  t h e  s a m e  r e s u l t .  
T h e  C D R H 3  i s  o f  c r i t i c a l  i m p o r t a n c e  i n  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a n  a n t i b o d y  w i t h  i t s  
r e s p e c t i v e  a n t i g e n .  T h i s  r e g i o n ,  a l o n g  w i t h  t h e  C D R L 3 ,  i s  c o n s i d e r e d  t o  m a k e  t h e  
m o s t  s i g n i f i c a n t  c o n t r i b u t i o n s  t o  a f f i n i t y  a n d  s p e c i f i c i t y .  A l t h o u g h  m u t a t i n g  r e s i d u e s  
i n  t h i s  r e g i o n  c a n  r e s u l t  i n  a n  a n t i b o d y  w i t h  i n c r e a s e d  a f f i n i t y ,  i t  c a n  a l s o  a b o l i s h  
a n t i g e n  b i n d i n g .  T h e r e f o r e ,  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  t h e  a m i n o  a c i d  s u b s t i t u t i o n  w o u l d  
r e s u l t  i n  v a r i e d  a n t i g e n  b i n d i n g  a b i l i t y ,  t h e  f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  G 6  F a b  
f r a g m e n t  w e r e  e x a m i n e d  ( i n  p a r a l l e l  w i t h  t h e  D l  1  F a b )  b y  E L I S A  a n d  B i a c o r e  a n d  
c o m p a r e d  t o  t h e  p a r e n t  s c F v  
- - F W R 2 -  C D R  L 2 - -  
( A )  
F W R  1  
r n r u n " '  '"L' 
Q E K P D H L F T G L I  
FWR 3  
-  C D R  L 3 -  -  F W R  4  -  
( B )  
FWR 1  C D R  A 1  FWR 2  - -  C D R  H 2  -  
G 6 - V n  
s  C F V - V ,  
D 1 1 - V B  
J Q L Q Q S G P E L V R P G A S V K M S C K S S G Y S F T  
J Q L Q Q S G P E L V R P G A S V K M S C K S S G Y S F T  
J Q L Q Q S G P E L V R P G A S V K M S C K S S G Y S F T  
W V K Q ~ G Q G L E W I G ~  
- m Q R P G Q G L E W I G  
N K Q R P G Q G L E W I G  
F W R  3  I R  H 3 - F W R  4 -  
V n L I X V  I b H 5  I H X M L L b b L ~ I N f i U b A V  X  X L ' I K  
V K L T A V T S A S T A Y M E L S S L T N E D S A V Y Y C T R  
K V K L T A V T S A S T A Y M E L S S L T N E D S A V Y Y C T R .  
F i g u r e  4 . 1 1 .  A n t i - A F B ,  s c F v ,  G 6  F a b  a n d  D l 1  F a b  v a r i a b l e  g e n e  s e q u e n c e s  w e r e  t r a n s l a t e d  
i n t o  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  u s i n g  a  w e b - b a s e d  t r a n s l a t e  t o o l  ( E x p a s y )  a n d  t h e  a m i n o  a c i d  
s e q u e n c e s  a l i g n e d  u s i n g  a  w e b - b a s e d  p r o t e i n  a l i g n m e n t  t o o l  ( P B I L )  ( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 9 ) .  T h e  
l i g h t  a n d  h e a v y  c h a i n  c o m p l e m e n t a r i t y  d e t e r m i n i n g  r e g i o n s  ( C D R s )  w e r e  d e f i n e d  a c c o r d i n g  
t o  K a b a t  e t  ( 1 9 9 1 )  a n d  a r e  h i g h l i g h t e d  i n  y e l l o w  a n d  r e d ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  v a r i a b l e  
r e g i o n s  o f  t h e  t h r e e  a n t i b o d i e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  i d e n t i c a l  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  o n e  a m i n o  
a c i d  d i f f e r e n c e  i n  t h e  C D R H 3  r e g i o n  o f  G 6  F a b  ( s u b s t i t u t i o n  o f  a  g l y c i n e  ( G I  f o r  a n  a s p a r t i c  
a c i d  ( D ) ) .  
I  
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F i g u r e  4 . 1 2 .  
A n t i - A F B I  G 6  a n d  D l 1  F a b  l i g h t  c h a i n  g e n e  s e q u e n c e s  w e r e  t r a n s l a t e d  i n t o  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  u s i n g  a  w e b - b a s e d  t r a n s l a t e  t o o l  ( E x p a s y ) .  T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  
w e r e  a l i g n e d  w i t h  t h e  C A  r e g i o n  o f  t h e  c l o n e d  h u m a n  F a b  ( s o u r c e d  f r o m  t h e  p C o m b 3 X A )  u s i n g  
a  w e b - b a s e d  p r o t e i n  a l i g n m e n t  t o o l  ( P B Z L )  ( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 9 ) .  m e  l i g h t  c h a i n  c o m p l e m e n t a r i t y  
d e t e r m i n i n g  r e g i o n s  ( C D R s )  w e r e  d e f i n e d  a c c o r d i n g  t o  K a b a t  e t  ( 1 9 9 1 )  a n d  a r e  
h i g h l i g h t e d  i n  y e l l o w .  T h e  v a r i a b l e  ( h i g h l i g h t e d  i n  b l a c k )  a n d  c o n s t a n t  ( h i g h l i g h t e d  i n  g r e y )  
r e g i o n s  o f  t h e  t w o  a n t i b o d i e s  d i s p l a y e d  1 0 0 %  h o m o l o g y  w i t h  t h e  l a m b d a  l i g h t  c h a i n  o f  t h e  
c l o n e d  h u m a n  F a b  ( i n p C o m b 3 X A ) .  
F i g u r e  4 . 1 3 .  A n t i - A F B l  G 6  a n d  D l 1  F a b  h e a v y  c h a i n  g e n e  s e q u e n c e s  w e r e  t r a n s l a t e d  i n t o  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  u s i n g  a  w e b - b a s e d  t r a n s l a t e  t o o l  ( E x p a s y ) .  T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  
w e r e  a l i g n e d  w i t h  t h e  C " 1  r e g i o n  o f  t h e  c l o n e d  h u m a n  F a b  ( s o u r c e d  f r o m  t h e  p C o m b 3 X T T )  
u s i n g  a  w e b - b a s e d  p r o t e i n  a l i g n m e n t  t o o l  ( P B I L )  ( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 9 ) .  7 ' h e  h e a v y  c h a i n  
c o m p l e m e n t a r i t y  d e t e m t i n i n g  r e g i o n s  ( C D R s )  w e r e  d e f i n e d  a c c o r d i n g  t o  K a b a t  e l  ( 1 9 9 1 )  
a n d  a r e  h i g h l i g h t e d  i n  r e d .  T h e  v a r i a b l e  r e g i o n s  o f  t h e  t w o  a n t i b o d i e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  
i d e n t i c a l  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  s u b s t i t u t i o n  o f  a  g l y c i n e  ( G )  f o r  a n  a s p a r t i c  a c i d  ( D )  i n  t h e  
C D R H 3  r e g i o n  o f  t h e  G 6  F a b ) .  T h e  c o n s t a n t  r e g i o n s  ( h i g h l i g h t e d  i n  g r e y )  r e g i o n s  w e r e  f o u n d  
t o  b e  i d e n t i c a l  t o  t h e  h e a v y  c h a i n  o f  t h e  c l o n e d  h u m a n  F a b  C f r o m  p C o m b 3 X T T ) ,  w i t h  t h e  
e x c e p t i o n  o f  f o u r  r e s i d u e s .  T h e  C - t e r m i n a l  h e x a - h i s t i d i n e  t a g  ( H i s 6 )  i s  h i g h l i g h t e d  i n  b l u e  a n d  
t h e  i n f l u e n z a  h e m a g g l u t i n i n  ( H A )  e p i t o p e  t a g  ( Y P Y D V P D Y A S )  i s  h i g h l i g h t e d  i n  g r e e n .  
4 . 2 . 4  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o n  t h e  a n t i - A F B 1  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  
T h e  s c F v  a n d  F a b  ( c l o n e  G 6  a n d  D 1 1 )  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  w e r e  a n a l y s e d  b y  
W e s t e r n  b l o t t i n g  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  C - t e r m i n a l  h e x a - h i s t i d i n e  ( H i s s )  h a d  b e e n  
f u l l y  t r a n s l a t e d ,  w a s  a c c e s s i b l e  a n d  h a d  n o t  b e e n  a d v e r s e l y  a f f e c t e d  d u r i n g  c e l l  l y s i s .  
T h e  F a b  f r a g m e n t s  w e r e  a l s o  p r o b e d  w i t h  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  t h e  h u m a n  l a m b d a  
l i g h t  c h a i n  a n d  t h e  C - t e r m i n a l  i n f l u e n z a  h e m a g g l u t i n i n  ( H A )  t a g  ( Y P Y D V P D Y A S ) .  
B r i e f l y ,  t h e  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  a l o n g s i d e  a  p r e s t a i n e d  
m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 .  F o l l o w i n g  s e p a r a t i o n  b y  S D S -  
P A G E ,  t h e  p r o t e i n s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  n i t r o c e l l u l o s e  f o r  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 4 ,  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  a m e n d m e n t s .  F o l l o w i n g  t r a n s f e r  o f  t h e  
p r o t e i n s  o n t o  t h e  n i t r o c e l l u l o s e ,  t h e  m e m b r a n e s  w e r e  b l o c k e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  
5 %  ( w / v )  ~ a r v e l ~ .  T h e  b l o t s  w e r e  t h e n  p r o b e d  w i t h  a  1  i n  5 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  H R P -  
l a b e l l e d  a n t i - p o l y h i s t i d i n e  ( S i g m a )  H R P - l a b e l l e d  a n t i - H A  ( R o c h e )  H R P - l a b e l l e d  
a n t i - h u m a n  l a m b d a  ( S i g m a )  a n t i b o d i e s .  T h e  m e m b r a n e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  1 . 5  h o u r s  
w i t h  g e n t l e  s h a k i n g  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  w a s h e d  t h o r o u g h l y  a s  o u t l i n e d  i n  S e c t i o n  
2 . 2 . 4 .  P r o t e i n  b a n d s  w e r e  v i s u a l i s e d  u s i n g  3 , 3 ' , 5 , 5 ' - t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e  
d i h y d r o c h l o r i d e  ( T M B )  s u b s t r a t e  a n d  t h e  r e a c t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  u n t i l  b a n d s  
w e r e  c l e a r l y  v i s i b l e .  T h e  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  w e r e  a l l  d e t e c t e d  w i t h  t h e  h i s t i d i n e -  
s p e c i f i c  a n t i b o d y  ( F i g u r e  4 . 1 4 ) ,  c o n f i r m i n g  t h a t  t h e  h i s t i d i n e  t a g  w a s  f u l l y  i n t a c t  a n d  
a c c e s s i b l e .  T h e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n s  o f  t h e  F a b  f r a g m e n t  w e r e  a l s o  v i s i b l e  w h e n  
p r o b e d  w i t h  a n t i - H A  a n d  a n t i - h u m a n  l a m b d a  a n t i b o d i e s ,  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  4 . 1 5 ) .  
I  
-  
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j f A J  S W A G &  a n a t p i s  o n  G 6  a n d  D I I  F d j h i @ n m f s  w i t h  th t w o  e m  -  -  
1  I  
n o t  &d p r i o r  w  g e i  & c t r q p h d n t & .  Lnw ( M I $ '  Sigm w i t &  rub@? p t o k k r r  - h i  
m m b ;  & f  F d  h m  1 2 )  L X J  F d  f . c r g m r b  w i t h  W S  a t a p p m  45- 
represmirag t h e  r w n - d u d  F u b  f m g m e m  { a )  W e s f e m  b h t  , p r o b a d  w i t h  & & t i d i m  
ma&di& ( S i g m a ) ,  b s :  S i w  0 1 r l t ~ d  mJ& # & l i t  r n a * ~ ;  (11 G d f &  
j h q p t e n t ;  S a )  D l 1  F a b  & g m c n f ,  ( Q  S D S - P A G E  m a f w  o n  M Y .  b z e s . 7  ( . , I  S & m a  w i d &  
m J e m h  w e i g h t  m a r k ;  ( X I  d %  w i t h  d i t g l e  b c c n d  ~ v & i b l e  a  @ p r o x i m a t e &  S O k D a  
f b U o W &  e ; x p m s h  f r o m  pW4iW. @) W r n  b h t  p d e d  w i t h  d # - A L f i & w  W W d I a  
( a @ a J .  h s :  ( M 3 )  A m & r s ' h m t t  B i 0 8 c P m w f i t i  m h h  w i g h t  m a h e r s ;  (ZJsCFV. 
I  
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P & u m & l S .  
( A )  S D S - P Q G E  ~ i y s i s  m t h r t  d w t d  0 1 6  c t l t d  D l 1  P u b  f r q g m m &  
n v d i q  l i g h t  md Z t e a v y  c k a f n s  a t  q p p r o x .  B D a  l l u t d  3 O k D 4  f q e c t i v e l y .  W :  ( M I ]  
&&&urn B C 4 6 C & t e s ~ % U  me. r n d e c u l w  mikt m & m :  ( 4 )  G S  h v y  h h :  ( 2 )  D i d  
h e a v y  c h a i n ;  ( m )  S & m a  w &  m p  r n d & & r  w&k m a r h r .  W a k m  b h p m b d  d 1  
mi-aGQ r m t i W &  ( p o C k ) .  h n e x  ( M i )  h ~ h  B i m c h t ~ ~ f u i l  m n g &  d i e &  w & & #  
m & m ;  ( J J  G 6  h m y  c h d g  ( 2 )  D l 1  h m y c h a i h .  I C J  W a r t  b l o t p d  w i i b  ~ i - h m m  
b & &  a n t i b o d i e s  ( S i g m a ] ,  h s ;  ( M I )  h i e ~ g h u m  B ~ s c W e s . f t d I  r a n @  m o I e c &  w e f g k t  
m a & & r s ; ' ( f l G 6  U g A t d t B J r n ;  Q )  D J I  l i g h t  
4 . 2 . 5  
E x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  a n t i - A P B 1  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  
T h e  a n t i - A H 3 1  s c F v  a n d  F a b  f r a g m e n t s  ( G 6  a n d  D 1 1 )  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  w e r e  
e x p r e s s e d  o n  a  l a r g e  s c a l e  i n  s h a k e r  f l a s k s .  T o  m a x i m i s e  t h e  y i e l d  o f  s o l u b l e  p r o d u c t ,  
a  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  B a r b a s  e t  a l .  ( 2 0 0 1 )  w a s  m o d i f i e d  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 0 . 1 .  
F o r  h i g h  l e v e l s  o f  e x p r e s s i o n ,  a l l  a n t i b o d i e s  w e r e  g r o w n  i n  s u p e r  b r o t h  ( S B )  m e d i a ,  
w h i c h  c o n t a i n s  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t r y p t o n e  a n d  y e a s t  e x t r a c t  t o  p r o v i d e  a m p l e  
a m o u n t  o f  n u t r i e n t s  a n d  c o f a c t o r s  f o r  c e l l  g r o w t h .  
T h e  a n t i b o d i e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  h o s t  c e l l  b y  s o n i c a t i o n  a n d  p u r i f i e d  t o  r e m o v e  
a n y  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s .  B o t h  t h e  p C o m b 3 X  p h a g e m i d  v e c t o r  ( f o r  e x p r e s s i o n  o f  
F a b  f r a g m e n t s )  a n d  p A K 4 0 0  ( f o r  e x p r e s s i o n  o f  s c F v )  e n c o d e  a n  c a r b o x y - t e r m i n a l  
t a g ,  w h i c h  a l l o w e d  f o r  t h e  r a p i d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  
u s i n g  i r n m o b i l i s e d  m e t a l  i o n  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  ( I M A C )  ( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 0 . 4 ) .  
A l l  f a c t o r s  a f f e c t i n g  p u r i f i c a t i o n ,  i n c l u d i n g  t h e  q u a n t i t y  o f  r e s i n  a n d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
i m i d a z o l e  i n  b o t h  t h e  w a s h  a n d  e l u t i o n  b u f f e r s ,  w e r e  o p t i m i s e d .  W a s h  b u f f e r s  
c o n t a i n i n g  i m i d a z o l e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  2 0 m M  a n d  4 0 m M  w e r e  f o u n d  t o  b e  o p t i m a l  
f o r  t h e  s c F v  a n d  F a b  f r a g m e n t s ,  r e s p e c t i v e l y .  I m i d a z o l e ,  i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  w a s h  
b u f f e r ,  r e d u c e s  t h e  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  u n t a g g e d  c o n t a m i n a n t  p r o t e i n s  t o  t h e  r e s i n ,  
w h e r e  t h e  h i g h e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  t o l e r a t e d  b y  t h e  p r o t e i n ,  t h e  c l e a n e r  t h e  e l u a t e .  A l l  
t h r e e  a n t i b o d i e s  w e r e  e l u t e d  w i t h  2 5 0 m M  i m i d a z o l e .  F r a c t i o n s  f r o m  e a c h  s t a g e  o f  t h e  
p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  S D S - P A G E  ( F i g u r e  4 . 1 6  a n d  4 . 1 7 )  a n d  
r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  p u r i t y  o f  t h e  a n t i b o d i e s  g r e a t l y  i n c r e a s e d  f o l l o w i n g  e l u t i o n  
w i t h  i r n i d a z o l e  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  c r u d e  c e l l  l y s a t e .  I t  c a n  a l s o  b e  s e e n  f r o m  F i g u r e  
4 . 1 6  t h a t  t h e  F a b  l i g h t  a n d  h e a v y  c h a i n s  w e r e  e x p r e s s e d  i n  a p p r o x i m a t e l y  e q u i m o l a r  
c o n c e n t r a t i o n s .  
W h e n  a l l  t h r e e  a n t i b o d i e s  w e r e  e x p r e s s e d  a n d  p u r i f i e d  i n  p a r a l l e l ,  h i g h  t i t r e s  o f  
f u n c t i o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  o b s e r v e d .  I n  a  d i r e c t  E L I S A  a g a i n s t  6 . 2 5 l ~ g I m l  o f  A F B I -  
B S A  c o n j u g a t e ,  t h e  I M A C - p u r i f i e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  a n t i b o d i e s  d i s p l a y e d  t i t r e s  o f  
a p p r o x i m a t e l y  1 1 3 0 0 , 0 0 0  a n d  1 1 5 0 , 0 0 0  f o r  t h e  F a b  a n d  s c F v  a n t i b o d i e s ,  r e s p e c t i v e l y  
( F i g u r e  4 . 1 8  a n d  4 . 1 9 ) .  T h e  a n t i b o d i e s  w e r e  q u a n t i f i e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  
( N a n o d r o p  N D - 1 0 0 0 )  a n d  t h e  y i e l d  o f  H i s - p u r i f i e d  F a b  f r a g m e n t s  w a s  f o u n d  t o  b e  a s  
h i g h  a s  3 . 5 m g t L  o f  s h a k e r  f l a s k  c u l t u r e .  T h i s  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y  t o  y i e l d s  o f  F a b  
r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  c i t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  ( K r a m e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  H o w e v e r ,  y i e l d s  
o f  s c F v  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( < l m g L  c u l t u r e )  s o  t h e r e f o r e  t h e  a n t i - A F B 1  s c F v  
w a s  s u b s e q u e n t l y  e x p r e s s e d  i n  t e r r i f i c  b r o t h  ( T B )  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 0 . 2 .  
T h e  u s e  o f  t e r r i f i c  b r o t h  ( T B )  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  i m p r o v e  t h e  y i e l d  o f  p l a s m i d -  
b e a r i n g  E .  c o l i  b y  e x t e n d i n g  t h e  p e r i o d  o f  l o g - p h a s e  c e l l  g r o w t h  a n d  h a s  s h o w n  t o  
i n c r e a s e  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  s c F v  a n t i b o d i e s  ( B r e n n a n  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e  r i c h  t r y p t o n e  
a n d  y e a s t  e x t r a c t  m e d i a  a l s o  i n c l u d e s  g l y c e r o l  a s  a  s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d  p o t a s s i u m  
p h o s p h a t e  s a l t s  a s  a  b u f f e r i n g  a g e n t  t o  p r e v e n t  c e l l  d e a t h  a t  d e c r e a s e d  p H s .  
F o r  l a r g e - s c a l e  e x p r e s s i o n ,  t h e  G 6  F a b  f r a g m e n t  w a s  a l s o  p r o d u c e d  i n  a  1 0 L  
f e r m e n t e r ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 0 . 3 .  T h e  y i e l d  o f  p u r i f i e d  F a b  a n t i b o d y  w a s  
a p p r o x .  1 m g I L  o f  f e r m e n t e r  c u l t u r e  ( 6 m g  t o t a l ) ,  l o w e r  t h a n  o b t a i n e d  f r o m  s h a k e r  
f l a s k s  c u l t u r e s .  H o w e v e r ,  t h e  e x p r e s s i o n  c o n d i t i o n s  w e r e  n o t  o p t i r n i s e d  a n d  t h e r e f o r e  
I  
y i e l d s  c o u l d  b e  i n c r e a s e d ,  a l l o w i n g  h i g h e r  q u a n t i t i e s  o f  a n t i b o d y  t o  b e  p r o d u c e d .  
-  -  -  -  -  
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G 6  H  c h a i n  
G 6  L  c h a i n  
F i g u r e  4 . 1 6 .  
S D S - P A G E  a n a l y s i s  o n  t h e  I M A C  p u r i f i c a t i o n  o f  ( A )  G 6  a n d  ( B )  D l l  F a b  
f r a g m e n t s .  ( A )  L a n e s :  ( M )  S i g m a  w i d e  r a n g e  n z o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r ;  ( I )  c r u d e  c y t o p l a s m i c  
l y s a t e ;  ( 2 )  p o w - t h r o u g h  f r o m  I M A C  r e s i n  f o l l o w i n g  a p p l i c a t i o n  o f  l y s a t e s ;  ( 3 - 4 )  w a s h  
f r a c t i o n s ;  ( 5 )  e l u t e d  f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  p u r i f i e d  G 6  F a b .  ( B )  L a n e s :  ( M )  S i g m a  w i d e  r a n g e  
m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r ;  ( 1 )  c r u d e  c y t o p l a s m i c  l y s u t e ;  ( 2 )  f l o w - t h r o u g h  f r o m  I M A C  r e s i n  
f o l l o w i n g  a p p l i c a t i o n  o f  l y s a t e s ;  ( 3 - 4 )  w a s h  f r a c t i o n s ;  ( 5 )  e l u t e d  f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  p u r i f i e d  
D l  1  F a b .  
D l ?  H  c h a l n  
D l  1  L  c h a l n  
F i g u r e  4 . 1 7 .  
S D S - P A G E  a n a l y s i s  o n  t h e  Z M A C  p u r i j i c a t i o n  o f  s c F v .  L a n e s :  ( M )  S i g m a  
w i d e  r a n g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r ;  ( I )  c r u d e  c y t o p l a s m i c  l y s a t e ;  ( 2 )  f l o w - t h r o u g h  f r o m  
Z M A C  r e s i n  f o l l o w i n g  a p p l i c a t i o n  o f  l y s a t e s ;  ( 3 - 4 )  w a s h  f r a c t i o n s ;  ( 5 )  e l u t e d  f r a c t i o n  
-  c o n t a i n i n g  p u r i f i e d  s c F v  a n t i b o d y .  
- -  
F i g u r e  4 . 1 8 .  
T i t r e s  o f  t h e  Z M A C - p u r i f i e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  G 6  a n d  D l 1  F a b  f r a g m e n t s  
a g a i n s t  6 . 2 5 p g / m l  A F B I - B S A .  T h e  f i n a l  a n t i b o d y  t i t r e  r e c o r d e d  w a s  a p p r o x i m a t e l y  Z  i n  
3 0 0 , 0 0 0 .  
F i g u r e  4 . 1 9 .  T i t r e  o f  t h e  I M A C - p u r i f i e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  s c F v  a n t i b o d y  f r a g m e n t  a g a i n s t  
6 . 2 5 , u g / m l  A F B , - B S A .  T h e  f i n a l  a n t i b o d y  t i t r e  r e c o r d e d  w a s  a p p r o x i m a t e l y  1  i n  5 0 , 0 0 0 .  
4 . 2 . 6  D e v e l o p m e n t  o f  a n  i n h i b i t i o n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B l  
F o l l o w i n g  g e n e r a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  a n t i - A F B I  F a b  f r a g m e n t s ,  t h e y  w e r e  
a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B I .  T h e i r  a s s a y  
p e r f o r m a n c e  w a s  i n v e s t i g a t e d  a n d  c o m p a r e d  t o  t h e  p a r e n t  s c F v  i n  t e r m s  o f  s e n s i t i v i t y .  
4 . 2 . 6 . 1  C h e c k e r b o a r d  E L I S A  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  c o a t i n g  c o n j u g a t e  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  a n t i b o d y  d i l u t i o n  
A  c h e c k e r b o a r d  E L I S A  w a s  p e r f o r m e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 1 . 1 ,  w i t h  t h e  
a f f i n i t y - p u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  a n d  p l a t e s  c o a t e d  w i t h  A F B 1 - B S A  t o  
d e t e r m i n e  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  b o t h  t h e  c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c o n j u g a t e  a n d  
t h e  o p t i m a l  a n t i b o d y  d i l u t i o n  t h a t  w o u l d  g i v e  t h e  g r e a t e s t  a s s a y  s e n s i t i v i t y .  H i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  c o n j u g a t e  c a n  r e s u l t  i n  u n f a i r  b i n d i n g  b i a s  t o w a r d s  t h e  i m m o b i l i s e d  
c o n j u g a t e  a n d  r e d u c e  s e n s i t i v i t y  t o  f r e e  a n t i g e n  i n  s o l u t i o n .  S i m i l a r l y ,  h i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  a n t i b o d y  w i l l  r e q u i r e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f r e e  t o x i n  i n  s o l u t i o n  
t o  i n h i b i t  i t s  b i n d i n g  t o  t h e  i m m o b i l i s e d  c o n j u g a t e ,  r e s u l t i n g  i n  d e c r e a s e d  s e n s i t i v i t y .  
T h e s e  r e s u l t s  w e r e  p l o t t e d ,  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 2 0 - 4 . 2 2 .  F o r  a l l  t h r e e  a n t i b o d i e s  a n  
o p t i m u m  c o n j u g a t e  c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  6 . 2 5 p . g I m l  o f  A F B I - B S A  w a s  d e t e r m i n e d  
a s  t h a t  w h i c h  g a v e  t h e  h i g h e s t  a b s o r b a n c e ,  u s i n g  t h e  m o s t  e c o n o m i c a l  c o n j u g a t e  
c o n c e n t r a t i o n .  T h e  o p t i m a l  a n t i i o d y  d i l u t i o n s ,  i , e .  w h i c h  g a v e  t h e  g r e a t e s t  c h a n g e  i n  
a b s o r b a n c e  p e r  c h a n g e  i n  a n t i b o d y  d i l u t i o n ,  w e r e  f o u n d  t o  b e  1 1 5 , 0 0 0 ,  1 1 4 0 , 0 0 0  a n d  
1 / 3 0 , 0 0 0  f o r  t h e  s c F v ,  G 6  a n d  D l 1  F a b  f r a g m e n t s ,  r e s p e c t i v e l y .  
i % C h W b d  
f ~  She & M b n  o f  0pdna~rd c t W # & c d ~  1 ? 0 & t g  
c o n c e r t m & n  m i  G 6  F a b  a d b o d y  d i t d i W l f B r  w e  &  a n  W i g m  IWSk V b y h g  A R B r  
B S A  whg m n c m r u t h s  m g i n g f t m  O t o  2 5 d t n l  a n d a d b d y ~ o w ~ r n  IA,OQO -  
1 L S A 2 , -  w e w  WL& A  6 2 5 M  c o @ u g u g  c w m m a t b a  a n d  a n  ~ d b &  t i i f i d t i o n  O f  
J M , M  n t a s  chom f o r  M e  i n  a n - E L I =  
i w  1m r m m o  1 0 w m  
f l O l d  P l l u H M l  
4  U m ? b k a r d  E U S A  f o r  L r   d m  . @  o p t i m a l  c o r a f u g m  c-g 
c m t t m u m b a  @ i d  D d f  F a b  a n t i % &  d i l u t i o n  f o r  ma i n  a n  I n h i b i z w n  E L t S A .  V m y h g  A F B p  
B S 4  c c w t k t g  o o w e d m h ~  r q n g h i g f r o l p r  ( 3  ~ o  2 5 p  J r n t m d m # o b y  $ i . W m @ n  J i 2 , i R W  -  
1 ) 5 1 2 , 0 #  w e m  m s q d  A  6 , 2 S p & 1  c o ~ u g a &  e o n c m t m t i w t  a n d  a n  & M y  Biktion o f  
1 / 3 0 , W O  wm c h o m f i r  u s e  g n  WSA. 
F i g u r e  4 . 2 2 .  C h e c k e r b o a r d  E t l S A  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  c o n j u g a t e  c o a t i n g  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  s c F v  a n t i b o d y  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  a n  i n h i b i t i o n  E L I S A .  V a r y i n g  A F B I - B S A  
c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g i n g  f r o m  0  t o  2 S p g h l  a n d  a n t i b o d y  d i l u t i o n s  f r o m  1 / 5 0 0  -  
1 / 6 4 , 0 0 0  w e r e  a s s a y e d  A  1 2 . 5 p g / m l  c o n j u g a t e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  a n  a n t i b o d y  d i l u t i o r i  o f  
1 / 5 8 0 0 0  w a s  c h o s e n  f o r  u s e  i n  a n  i n h i b i t i o n  E L J S A .  
4 . 2 . 6 . 2  
I n h i b i t i o n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A R B 1  
U s i n g  t h e  o p t i m i s e d  d i l u t i o n s  d e t e r m i n e d ,  a n  i n h i b i t i o n  a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  
e m p l o y i n g  t h e  F a b  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  t o  d e t e r m i n e  t h e i r  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  f o r  
A F ' B I .  S t a n d a r d s  o f  A F B 1 ,  r a n g i n g  f r o m  0 . 3 8  t o  7 8 1 n g l m 1 ,  w e r e  p r e p a r e d  i n  P B S  
c o n t a i n i n g  5 %  
( v l v )  m e t h a n o l  ( m e t h a n o l  w a s  r e q u i r e d  i n  t h e  d i l u e n t  f o r  t h e  
p r e p a r a t i o n  o f  A F B  1  d u e  t o  i t s  s t r o n g  h y d r o p h o b i c  n a t u r e ) .  S t a n d a r d s  w e r e  m i x e d  w i t h  
a n  e q u a l  v o l u m e  o f  a n t i b o d y ,  a t  t h e  o p t i m a l  d i l u t i o n  a n d  a d d e d  t o  a  c o a t e d  a n d  
b l o c k e d  i m m u n o p l a t e ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 1 . 2 .  
4 . 2 . 6 . 2 . 1  
I n t r a -  a n d  i n t e r - a s s a y  v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  
I n t r a - a s s a y  ( v a r i a t i o n  w i t h i n  a n  a s s a y )  a n d  i n t e r - a s s a y  ( v a r i a t i o n  b e t w e e n  a s s a y s )  
v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  w e r e  a l s o  p e r f o r m e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  
E L I S A .  T h r e e  s e t s  o f  e a c h  s t a n d a r d  w e r e  a s s a y e d  o n  t h e  s a m e  d a y  a n d  t h e  c o e f f i c i e n t s  
o f  v a r i a t i o n  ( C V ' s )  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  e x p r e s s i n g  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  a s  a  p e r c e n t a g e  
o f  t h e  m e a n  v a l u e s .  I n t r a - a s s a y  C V ' s  r a n g e d  f r o m  0 . 7 2  t o  1 0 . 7 6 %  f o r  t h e  G 6  F a b  
f r a g m e n t ,  w h i l e  i n t e r - a s s a y  C V ' s  r a n g e d  f r o m  0 . 6 3  t o  8 . 2 5 % .  I n t r a -  a n d  i n t e r - a s s a y  
C V ' s  f o r  t h e  E L I S A  e m p l o y i n g  t h e  D l 1  F a b  r a n g e d  f r o m  3 . 4 0  t o  2 0 %  a n d  2 . 6 2  t o  
5 . 5 8 % '  r e s p e c t i v e l y .  B o t h  a s s a y s  d i s p l a y e d  a c c e p t a b l e  r e p r o d u c i b i l i t y  ( i . e .  b e l o w  t h e  
r e c o m m e n d e d  p r e c i s i o n  o f  2 0 % )  ( F i n d l a y  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
T o  d e t e r m i n e  a s s a y  a c c u r a c y  ( i . e .  w h e t h e r  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n s  a g r e e d  w i t h  
t h e o r e t i c a l  v a l u e s ) ,  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  v a l u e s  w e r e  a l s o  c a l c u l a t e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e  
m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  a c t u a l  c o n c e n t r a t i o n .  F o r  t h e  l i n e a r  
r a n g e  o f  t h e  a s s a y s  e m p l o y i n g  F a b  f r a g m e n t s ,  t h e  p e r c e n t a g e  r e c o v e r i e s  w e r e  & l o % ,  
i n d i c a t i n g  a d e q u a t e  a c c u r a c y  ( w i t h i n  2 0 %  r e c o m m e n d e d  b y  F i n d l a y  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
P e r c e n t a g e  r e c o v e r i e s  a t  n o n - l i n e a r  p a r t s  o f  t h e  c u r v e  w e r e  f o u n d  t o  b e  h i g h e r .  B o t h  
p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  a n d  C V  v a l u e s  f o r  G 6  a n d  D l  1  F a b  E L I S A s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e s  
4 . 2  a n d  4 . 3 ,  r e s p e c t i v e l y .  
F i g u r e  4 . 2 3  s h o w s  t h e  i n t e r - d a y  c a l i b r a t i o n  c u r v e  u s i n g  t h e  G 6  F a b  f r a g m e n t ,  w h e r e  
n o r m a l i s e d  a b s o r b a n c e  v a l u e s  ( A I A o )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  A E B l  
c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e .  T h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  
t o  b e  b e t w e e n  0 . 7 6  a n d  3 9 1 n g l m l .  T h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  ( L O D ) ,  a l s o  t e r m e d  t h e  l e a s t  
d e t e c t a b l e  d o s e  ( L D D ) ,  i s  t h e  s m a l l e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e  t h a t  p r o d u c e s  a  
s i g n a l  w h i c h  c a n  b e  s i g n i f i c a n t l y  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  z e r o  f o r  a  g i v e n  s a m p l e  m a t r i x  
( H e n n i o n  a n d  B a r c e l o ,  1 9 9 8 ) .  T h i s  v a l u e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  s e l e c t i n g  t h e  m e a n  
n o r m a l i s e d  a b s o r b a n c e  m i n u s  t h r e e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  t h e  n e g a t i v e  s t a n d a r d  ( n o  
A F B I )  a n d  w a s  f o u n d  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  1 . 3 n g I m l .  F i g u r e  4 . 2 4  s h o w s  t h e  i n t e r - d a y  
c a l i b r a t i o n  c u r v e  u s i n g  t h e  D l  1  F a b  f r a g m e n t ,  w h e r e  n o r m a l i s e d  a b s o r b a n c e  v a l u e s  
( A I A o )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  A F B 1  c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  
4 . 0 . 1  s o f t w a r e .  T h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  6  a n d  3 9 1 n g l m l .  T h e  
l i m i t  o f  d e t e c t i o n  ( L O D ) ,  d e t e r m i n e d  a s  b e f o r e  w a s  f o u n d  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  
4 .  l n g l m l .  
A F B ,  C o n c e n t r a t i o n  ( n g l r n l )  
A F B 1  C o n c e n t r a t i o n  ( n g l r n l )  
F i g u r e  4 . 2 3 .  
I n t e r - d a y  c a l i b r a t i o n  c u r v e  f o r  i n h i b i t i o n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B I  i n  
P B S  u s i n g  t h e  G 6  F a b  f r a g m e n t .  A F B I - B S A  w a s  c o a t e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  6 . 2 5 p g / m l  a n d  
a n t i b o d y  a t  a f i n a l  d i l u t i o n  o f  1 / 4 0 , 0 0 0  w a s  u s e d .  B o u n d  a n t i b o d y  w a s  d e t e c t e d  u s i n g  a  H R P -  
l a b e l l e d  a n t i - H A  a n t i b o d y  f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  o f  a  s u b s t r a t e  T M B .  D a t a  w a s  n o r m a l i s e d  b y  
d i v i d i n g  t h e  m e a n  a b s o r b a n c e  o b t a i n e d  a t  e a c h  A F B ,  c o n c e n t r a t i o n  ( A )  b y  t h e  a b s o r b a n c e  
v a l u e s  d e t e r m i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  z e r o  t o x i n  ( A o ) .  N o r m a l i s e d  a b s o r b a n c e  v a l u e s  ( M A o )  
w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  a j l a t o x i n  B I  c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  
s o f t w a r e  a n d  a  4 - p a r a m e t e r  e q u a t i o n  f i t t e d  t o  t h e  d a t a .  A l l  a n a l y s e s  w e r e  p e r f o m z e d  i n  
t r i p l i c a t e  o n  t h r e e  s e p a r a t e  o c c a s i o n s  a n d  t h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  1 . 3 n g / m l .  
T a b l e  4 . 2 .  I n t e r - d a y  a s s a y  c o e f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  ( C V s )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B ,  u s i n g  t h e  
G 6  F a b  f r a g m e n t .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  a n a l y s e d  i n  t r i p l i c a t e  o v e r  t h r e e  d i f f e r e n t  d a y s  a n d  t h e  
C V s  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D )  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  m e a n  
v a l u e  f o r  e a c h  s t a n d a r d .  M e a s u r e d  ( i . e .  b a c k - c a l c u l a t e d  c o n c e n t r a t i o n s )  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  
t h e  f o u r - p a r a m e t e r  m o d e l  p r o d u c e d  u s i n g  B l A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  
r e c o v e r y  e x p r e s s e d  a s  a  r a t i o  b e t w e e n  m e a s u r e d  a n d  a d d e d  c o n c e n t r a t i o n s .  
C o n c e n t r a t i o n  A / A ~  S D  C V  B a c k  c a l c u l a t e d  R e c o v e r y  
( % I  
c o n c e n t r a t i o n  
( % I  
( n g l m l )  
A F B ,  C o n c e n t r a t i o n  ( n g i m l )  
F i g r r r e  4 . 2 4 .  
h e r - d a y  c a l i b r c r t f o n  c u w e  f o r  i n  h i h i l i o t t  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  of A F B 1  i t r  
P B S  1 t s i r r . q  t h e  D l  I  F n b f i u g r n e n t .  A  F R , - U S A  w a s  c o n f ~ d  a t  a  c a n c e n t r a t i o n  q f  8 . 2 5 / 1 g / m l  a n d  
a  f i n o 1  a n c i h n d y  d L l u t i o r r  o f  1 / . ? 0 , 0 0 0  w a s  u s e d .  B o u n d  u t r f i h d y  w a s  d e t e c t e d   s i n g  n  H R F -  
I n b e i l e d  a n t i - H A  a n f i l 5 o d y  f o l l o w e d  h y  a d d i t i o n  of a  s u b s t r o t e  T M B .  D a l u  w s  n o n n a l i s p r l  I l y  
d i v i d i n ~  t h e  t n e a n  a h . t o r ~ ~ a n c e  o b t a i n e d  a t  e n c h  A  F B I  c o n c e n r m r i o n  ( A )  I ~ s '  t h e  a l ~ s o r b a n c e  
v d d r e , s  d e f ~ m i i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  q f  z e r o  r o x i n  ( A o ) ,  N o n r i a l ' i . ~ e d  o h , r o r b a n c e  v a l ~ i e . ~  { N A o J  
w e r e  p 1 0 n e d  a g a i n s t  t h p  I o g a r i f k ~ t i  o f  a f l o r o x i n  B ,  c o n c e n  1  m t i o n  u s i n g  B J A e v a l r r n r i o n  4 . 0 .  
s o  f i n r e  a n d  n  4 - p a r c m ~ e r  e q t ~ a f i o n  f i r e d  t o  r h e  d o t c r .  A l l  a n a l y s e s  w e r ?  p e j n m r e d  i n  
t r i p l i c a t e  o n  r h r ~  b e p a r a t e  O C C ~ . P ~ D R . ~  a n d  t h e  l i n t i t  o f  d e t e c t i o n  w a s  f w n d  t o  b ~  4 . 2 n ~ / m I .  
T a b l e  4 . 3 .  I n t e r - d q  a s s a y  c o e f l c i e n t  o f  v a r i a t i o n  ( C V s )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B ,  u s i n g  t h e  
D l 1  F a b  f r a g m e n t .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  a n a l y s e d  i n  t r i p l i c a t e  o v e r  t h r e e  d i f f e r e n t  d a y s  a n d  t h e  
C V s  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D )  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  m e a n  
v a l u e  f o r  e a c h  s t a n d a r d .  M e a s u r e d  ( i - e .  b a c k - c a l c u l a t e d  c o n c e n t r a t i o n s )  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o n t  
t h e  f o u r - p a r a m e t e r  m o d e l  p r o d u c e d  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  
r e c o v e r y  e x p r e s s e d  a s  a  r a t i o  b e t w e e n  m e a s u r e d  a n d  a d d e d  c o n c e n t r a t i o n s .  
C o n c e n t r a t i o n  A / A ,  *  S D  C V  B a c k  c a l c u l a t e d  R e c o v e r y  
( % I  
c o n c e n t r a t i o n  ( % I  
( n g / m l )  
4 . 2 . 6 . 3  C o m p a r i s o n  o f  F a b  f r a g m e n t s  a n d  p a r e n t  s c F v  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e  i n h i b i t i o n  E L I S A s  e m p l o y i n g  t h e  G 6  a n d  D l 1  F a b  a n t i b o d y  
f r a g m e n t s  w e r e  c o m p a r e d  t o  t h e  p a r e n t  s c F v  i n  t e r m s  o f  a s s a y  s e n s i t i v i t y .  A n  
i n h i b i t i o n  a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 1 . 2  e m p l o y i n g  t h e  a n t i -  
A F B l  s c F v  a t  t h e  o p t i m a l  d i l u t i o n  o f  1 1 5 , 0 0 0  a g a i n s t  1 2 . 5 p g l m l  A F B 1 - B S A .  T h e  
r a n g e  o f  d e t e c t i o n  f o r  t h e  s c F v  w a s  f o u n d  t o  b e  1 2 - 7 8 1 n g l m 1 ,  w i t h  a n  I C s o  v a l u e  o f  
5 2 n g l m l ) .  T h e  s c F v  d i s p l a y e d  s i m i l a r  s e n s i t i v i t y  t o  t h e  D l  1  F a b ,  w h i c h  h a d  a n  a s s a y  
I C s o  v a l u e  o f  4 3 n g l m l .  H o w e v e r ,  t h e  G 6  F a b  ( I C s o  v a l u e  o f  1 4 . 8 n g t m l )  d e m o n s t r a t e d  
3  t o  3 . 5 - f o l d  i n c r e a s e  i n  a s s a y  s e n s i t i v i t y  w h e n  c o m p a r e d  t o  b o t h  t h e  D l 1  F a b  a n d  
s c F v ,  r e s p e c t i v e l y .  E L I S A  i n h i b i t i o n  c u r v e s  f o r  a l l  t h r e e  a n t i b o d i e s  a r e  s h o w n  i n  
F i g u r e  4 . 2 5 .  A b s o r b a n c e  v a l u e s  w e r e  n o r m a l i s e d  b y  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  t o  
%  B I B 0  a c c o r d i n g  t o :  
w h e r e  A  i s  t h e  a b s o r p t i o n ,  Ao i s  t h e  a b s o r p t i o n  a t  z e r o  d o s e  o f  a n a l y t e  a n d  A,y.c,s, i s  
t h e  a b s o r p t i o n  a t  e x c e s s  o f  a n a l y t e .  
' O 0 7  I  G 6  F a b  
1  1 0  1 0 0  
A F B ,  C o n c e n t r a t i o n  ( n g l m l )  
F i g u r e  4 . 2 5 .  I n h i b i t i o n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B ,  i n  P B S  u s i n g  t h e  s c F v  a n d  G 6  a n d  
D l 1  F a b  a n t i b o d y  f r a g m e n t s .  N o r m a l i s e d  a b s o r b a n c e  v a l u e s  ( e x p r e s s e d  a s  % B / B o )  w e r e  
p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  A F B ,  c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f h v a r e  a n d  
a  4 - p a r a m e t e r  e q u a t i o n  f i t t e d  t o  t h e  d a t a .  T h e  I C S o  v a l u e s  f o r  t h e  s c F v ,  D l 1  F a b  a n d  G 6  F a b  
w e r e  f o u n d  t o  b e  5 2 n g / m l ,  4 3 n g / m l  a n d  1 4 . 8 n g / m l ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  F a b  r e c o m b i n a n t  
a n t i b o d i e s  d e m o n s t r a t e d  g r e a t e r  l i n e a r i t y  i n  a s s a y  r e s p o n s e  t h a n  t h e  s c F v .  
4 . 2 . 6 . 4  C r o s s - r e a c t i v i t y  s t u d i e s  
T o  d e t e r m i n e  t h e  d e g r e e  o f  c r o s s - r e a c t i v i t y  o f  t h e  F a b  f r a g m e n t s ,  D l 1  a n d  G 6 ,  w i t h  
f o u r  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  a f l a t o x i n s ,  i n h i b i t i o n  E L I S A  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n  
S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 1 . 3 .  S t a n d a r d s  o f  e a c h  p o t e n t i a l  c r o s s - r e a c t a n t ,  r a n g i n g  f r o m  1 . 5  t o  
2 5 , 0 0 O n g / m l ,  w e r e  p r e p a r e d  i n  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( v / v )  m e t h a n o l  a n d  m i x e d  w i t h  a n  
e q u a l  v o l u m e  o f  a n t i b o d y  a t  t h e  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n .  S a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3 0  
m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t o  a l l o w  e q u i l i b r a t i o n  a n d  a d d e d  t o  t h e  c o n j u g a t e  c o a t e d  
w e l l s  o f  a  m i c r o t i t r e  p l a t e .  N o r m a l i s e d  a b s o r b a n c e  v a l u e s  ( e x p r e s s e d  a s  %  B I B " )  w e r e  
p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g  o f  a f l a t o x i n  c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  s o f t w a r e  4 . 0 . 1 .  
P e r c e n t a g e  c r o s s - r e a c t i v i t i e s  ( %  C R 5 " )  w e r e  e s t i m a t e d  b y  c o m p a r i n g  t h e  r e l e v a n t  I C s o  
v a l u e s  o f  t h e  p o t e n t i a l  c r o s s - r e a c t a n t s  t o  t h o s e  v a l u e s  o f  t h e  a n t i g e n  ( i . e .  A F B l ) ,  w h e r e  
t h e  I C s o  v a l u e  i s  t h e  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  t h a t  r e s u l t s  i n  5 0 %  i n h i b i t i o n  ( H e n n i o n  a n d  
B a r c e l o ,  1 9 9 8 ) .  R e s u l t s ,  l i s t e d  i n  T a b l e  4 . 4 ,  i n d i c a t e  t h e  D l 1  F a b  d i s p l a y e d  
a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  d e g r e e  o f  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  t h e  a f l a t o x i n s  B 2 ,  G I ,  G2 a n d  
M I  ( 2 4 . 5 ,  2 1 . 5 ,  1 5 . 6  a n d  l e s s  t h a n  0 . 0 4 % ,  r e s p e c t i v e l y )  a s  t h e  p a r e n t  s c F v .  D u n n e  
( 2 0 0 4 )  r e p o r t e d  t h e  s c F v  d i s p l a y e d  p e r c e n t a g e  c r o s s - r e a c t i v i t i e s  ( % C R S o )  o f  1 9 %  w i t h  
t h e  a f l a t o x i n s  B z ,  G 1  a n d  G 2 .  L o w e r  p e r c e n t a g e  c r o s s - r e a c t i v i t i e s  w e r e  r e p o r t e d  
a g a i n s t  a f l a t o x i n  M 1  ( 2 . 4 % ) .  C r o s s - r e a c t i v i t y  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  G 6  F a b  
f r a g m e n t  r e v e a l e d  t h e  a n t i b o d y  o f f e r e d  g r e a t e r  s p e c i f i c i t y  t o w a r d s  B 1 ,  i n  c o m p a r i s o n  
t o  t h e  D l 1  F a b .  T h e  G 6  a n t i b o d y  d i s p l a y e d  l o w e r  l e v e l s  o f  c r o s s - r e a c t i v i t y  t o w a r d s  B z  
a n d  G 2 ,  w i t h  %  C R s o  o f  1 . 9  a n d  0 . 9 3 ,  r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  4 . 5 ) .  A  h i g h e r  l e v e l  o f  c r o s s -  
r e a c t i v i t y  a g a i n s t  a f l a t o x i n  G I  ( 1 4 . 8 % )  w a s  d e t e c t e d .  T h e  a n t i b o d y  s h o w e d  m i n i m a l  
c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  a f l a t o x i n  M 1  ( ~ 0 . 0 1 % ) .  
T a b l e  4 . 4 .  P e r c e n t a g e  c r o s s - r e a c t i v i t y  v a l u e s  o f  t h e  D l 1  F a b  a n t i b o d y  f r a g m e n t  t o  v a r i o u s  
p o t e n t i a l  c r o s s - r e a c t a n t s .  T h e  c r o s s - r e a c t i v i t y  p o t e n t i a l  w a s  a p p r o x i m a t e d  a t  t h e  I C j O  v a l u e ,  
w h i c h  w a s  
e s t i m a t e d  a t  5 0 %  B B o .  T h e  p e r c e n t a g e  c r o s s - r e a c t i v i t y  d e t e r m i n e d  a t  I C j o  
( % C R 5 0 )  w a s  e x p r e s s e d  a s  1 0 0 - f o l d  t h e  r a t i o  o f  t h e  a n t i g e n  ( B , )  a n d  o f  t h e  c r o s s - r e a c t a n t .  
A f l a t o x i n  c o m p o u n d  I c s o  ( n g / m l )  C R s o  ( % I  
T a b l e  4 . 5 .  P e r c e n t a g e  c r o s s - r e a c t i v i t y  v a l u e s  o f  t h e  G 6  F a b  a n t i b o d y  f r a g m e n t  t o  v a r i o u s  
p o t e n t i a l  c r o s s - r e a c t a n t s .  T h e  c r o s s - r e a c t i v i t y  p o t e n t i a l  w a s  a p p r o x i m a t e d  a t  t h e  Z C j 0  v a l u e ,  
w h i c h  w a s  e s t i m a t e d  a t  5 0 %  B B 0 .  T h e  p e r c e n t a g e  c r o s s - r e a c t i v i t y  d e t e r m i n e d  a t  Z C j o  
( % C R m )  w a s  e x p r e s s e d  a s  1  O O - f o l d  t h e  r a t i o  o f  t h e  a n t i g e n  ( B 1 )  a n d  o f  t h e  c r o s s - r e a c t a n t .  
A f l a t o x i n  c o m p o u n d  I c s o  ( n s / m l )  C R s o ( % )  
4 . 2 . 7  D e v e l o p m e n t  o f  a  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  Am1 
A s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B l  w e r e  d e v e l o p e d  e m p l o y i n g  a  C M 5  c h i p  i m m o b i l i s e d  
w i t h  a n  A F B l  d e r i v a t i v e ,  w h i c h  w a s  k i n d l y  d o n a t e d ,  b y  C l a i r e  J o n e s  o f  X e n o s e n s e  
L t d . ,  Q u e e n s  U n i v e r s i t y ,  B e l f a s t .  F o r  s u c c e s s f u l  d e v e l o p m e n t  o f  s u c h  a s s a y s ,  
o p t i m i s a t i o n  o f  a  n u m b e r  o f  p a r a m e t e r s  w a s  r e q u i r e d ,  i n c l u d i n g  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  
a n d  s e n s o r  s u r f a c e  r e g e n e r a t i o n  s t u d i e s .  
4 . 2 . 7 . 1  N o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  s t u d i e s  
T h e  t h r e e  a n t i - A H 3 1  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  w e r e  p a s s e d  o v e r  t h e  d i r e c t l y  
i m m o b i l i s e d  A F B l  c h i p  s u r f a c e  t o  i n v e s t i g a t e  s p e c i f i c  b i n d i n g .  E a c h  a n t i b o d y  w a s  
i n j e c t e d  s i m u l t a n e o u s l y  o v e r  t h e  A F B l  a n d  u n a c t i v a t e d  d e x t r a n  s u r f a c e  f o r  f o u r  
m i n u t e s  a t  a  f l o w r a t e  o f  S p l l r n i n u t e .  I t  c a n  c l e a r l y  b e  s e e n  f r o m  F i g u r e  4 . 2 6  -  4 . 2 8  
t h a t  n e g l i g i b l e  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  ( N S B )  t o  t h e  C M  d e x t r a n  s u r f a c e  w a s  o b s e r v e d  
w i t h  e a c h  p u r i f i e d  a n t i b o d y .  
-  
A F B l  
-  -  
- - -  
/ - -  
1  
C M  d e x t r a n  
/ -  
<  
6 W  
T i m e  ( a )  
F i g u r e  4 . 2 6 .  O v e r l a y  s e n s o g r a m  p l o t s  o f  t h e  G 6  F a b  f r a g m e n t  b i n d i n g  t o  t h e  i m m o b i l i s e d  
A F B ,  s u r f a c e  a n d  a n  u n a c t i v a t e d  C M  d e x t r a n  s u r f a c e .  A n t i b o d y  w a s  p a s s e d  o v e r  e a c h  s u f l a c e  
s i m u l t a n e o u s l y  a t  a  f l o w  r a t e  o f  5 p U m i n  f o r  f o u r  m i n u t e s  a n d  t h e  r e s p o n s e  r e c o r d e d  3 0  
s e c o n d s  a f t e r  t h e  e n d  o f  i n j e c t i o n .  A p p r o x i m a t e l y  5 0 0 R U  o f  t h e  G 6  F a b  b o u n d  t o  t h e  d i r e c t l y  
i m m o b i l i s e d  A F B I  s u t j a c e ,  w h i l e  n e g l i g i b l e  b i n d i n g  t o  t h e  c o n t r o l  d e x t r a n  s u r f a c e  w a s  
o b s e r v e d .  
7 0 0 ]  -  A F B j  /  
t w o  -  C M  d e x t r a n  
T l m e  ( s )  
F i g u r e  4 . 2 7 .  O v e r l a y  s e n s o g r a m  p l o t s  o f  t h e  D l 1  F a b  f r a g m e n t  b i n d i n g  t o  t h e  i m m o b i l i s e d  
A F B ,  s u r f a c e  a n d  a n  u n a c t i v a t e d  C M  d e x t r a n  s u r f a c e .  A n t i b o d y  w a s  p a s s e d  o v e r  e a c h  s u @ a c e  
s i m u l t a n e o u s l y  a t  a  p o w  r a t e  o f  S p L / m i n  f o r  f o u r  m i n u t e s  a n d  t h e  r e s p o n s e  r e c o r d e d  3 0  
s e c o n d s  a f t e r  t h e  e n d  o f  i n j e c t i o n .  A p p r o x i m a t e l y  3 5 0 R U  o f  t h e  D l  I  F a b  b o u n d  t o  t h e  d i r e c t l y  
i m m o b i l i s e d  A F B ,  s u f a c e ,  w h i l e  n e g l i g i b l e  b i n d i n g  t o  t h e  c o n t r o l  d e x t r a n  s u r f a c e  w a s  
o b s e r v e d .  
-  A F B 1  
4 0 0  -  
- - -  
1  C M  d e x t r a n  
T i m e  ( s )  
F i g u r e  4 . 2 8 .  O v e r l a y  s e n s o g r a m  p l o t s  o f  t h e  s c F v  b i n d i n g  t o  t h e  i m m o b i l i s e d  A F B ,  s u r f a c e  
a n d  a n  u n u c t i v a t e d  C M  d e x t r a n  s u r f a c e .  A n t i b o d y  w a s  p a s s e d  o v e r  e a c h  s u r f a c e  
s i m u l t a n e o u s l y  a t  a  p o w  r a t e  o f  S p l l m i n  f o r  f o u r  m i n u t e s  a n d  t h e  r e s p o n s e  r e c o r d e d  3 0  
s e c o n d s  a f t e r  t h e  e n d  o f  i n j e c t i o n .  A p p r o x i m a t e l y  2 8 0 R U  o f  t h e  s c F v  b o u n d  t o  t h e  d i r e c t l y  
i m r n o b i l i s e d  A F B ,  s u r f a c e ,  w h i l e  n e g l i g i b l e  b i n d i n g  t o  t h e  c o n t r o l  d e x t r a n  s u r f a c e  w a s  
o b s e  w e d .  
4 . 2 . 7 . 2  R e g e n e r a t i o n  s t u d i e s  
F o r  a  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  t o  b e  c o s t  e f f e c t i v e ,  e a c h  i m m o b i l i s e d  f l o w  c e l l  s h o u l d  b e  
c a p a b l e  o f  a n a l y s i n g  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s a m p l e s .  H e n c e  f o r  m u l t i p l e  a n a l y s e s ,  a  s t a b l e  
s u r f a c e  a n d  a n  e f f i c i e n t  r e g e n e r a t i o n  p r o c e s s  a r e  i m p e r a t i v e .  A n t i b o d i e s  w e r e  p a s s e d  
o v e r  t h e  s e n s o r  c h i p  s u r f a c e  a t  a  f l o w r a t e  o f  1 0 p V m i n  f o r  t w o  m i n u t e s  a n d  t h e  
r e s p o n s e  r e c o r d e d  3 0  s e c o n d s  a f t e r  t h e  e n d  o f  i n j e c t i o n .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  a  5 p l  
i n j e c t i o n  o f  l O m M  s o d i u m  h y d r o x i d e ,  w h i c h  e n a b l e d  c o m p l e t e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  
A F B l  c h i p  s u r f a c e ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  4 . 2 9 .  
T h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  r e g e n e r a t i o n  p r o c e s s  w a s  t h e n  e v a l u a t e d  b y  p e r f o r m i n g  m u l t i p l e  
( i .  e .  5 0 )  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s  o n  t h e  d i r e c t l y  i m r n o b i l i s e d  A F B  s u r f a c e ,  a s  
s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 3 0  a n d  4 . 3 1 .  T h e  G 6  a n d  D l 1  F a b  a n t i b o d i e s ,  d i l u t e d  1 1 3 , 9 0 0  a n d  
1 1 3 , 0 0 0 ,  w e r e  i n j e c t e d  o v e r  t h e  s e n s o r  s u r f a c e  a t  a  f l o w r a t e  o f  1 0 $ / m i n  f o r  2  m i n u t e s  
a n d  s p e c i f i c  b o u n d  a n t i b o d i e s  r e m o v e d  w i t h  a  3 0  s e c o n d  p u l s e  o f  1 O m M  N a O H  a t  a  
f l o w r a t e  o f  1 0 f l m i n .  O v e r  t h e  f i f t y  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s ,  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  
a n t i b o d y  t o  t h e  A F B  1  d e c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y .  A  d e c r e a s e  i n  b i n d i n g  r e s p o n s e  o f  8 %  
a n d  1 2 %  f o r  t h e  G 6  a n d  D l 1  F a b  w a s  o b s e r v e d ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  4 . 3 0  a n d  4 . 3 1 .  
"  - 1 0 0 0  
-  
G 6  F a b  
-  
D l 1  F a b  
-  
s c F v  
- 3 0 0 0  - 1  I  t  
- 2 5  2 5  7 5  1 2 5  1 7 5  2 2 5  2 7 5  
T i m e  ( s )  
F i g u r e  4 . 2 9 .  O v e r l a y  s e n s o g r a n t  p l o t s  o f  t h e  F a b  f r a g m e n t s  ( c l o n e  G 6  a n d  D l l )  a n d  s c F v  
b i n d i n g  t o  t h e  d i r e c t l y  i n z m o b i l i s e d A F B l  s u g a c e .  T h e  a n t i b o d i e s ,  p r e p a r e d  i n  P E S  c o n t a i n i n g  
5 %  ( v / v )  m e t h a n o l ,  w e r e  p a s s e d  o v e r  t h e  s u g a c e  a t  a  f l o w r a t e  o f  l O p l / m i n  f o r  2  m i n u t e s  a n d  
t h e  r e s p o n s e  r e c o r d e d .  A p p r o x i m a t e l y  3 0 0 R U  o f  e a c h  a n t i b o d y  b o u n d  t o  t h e  s u g a c e ,  w h i c h  
c o u l d  b e  f u l l y  r e g e n e r a t e d  f o l l o w i n g  a  3 0  s e c o n d  i n j e c t i o n  o f  l O m M  N a O H .  
5  1 0  1 5  2 0  2 5  3 0  3 5  4 0  4 5  5 0  
R e g e n e r a t l o n  C y c l e  F l u m b e r  
F i g u r e  4 . 3 0 .  T y p i c a l  r e g e n e r a t i o n  p r o f i e  f o r  f i f t y  c o n s e c u t i v e  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s  
I- - - -  -  - -  
o f  a  2  m i n u t e  p u l s e  o f  p u r i f e d  G 6  F a b  a n t i b o d y  i n  H B S  t o  t h e  s u r f a c e  o f  a  c h i p  i m m o b i l i s e d  
w i t h  a n  A F B ,  d e r i v a t i v e .  A n t i b o d y ,  a t  a  d i l u t i o n  o f  1 / 3 , 9 0 0 ,  w a s  u s e d  a n d  t h e  s u r f a c e  
r e g e n e r a t e d  w i t h  a  3 0  s e c o n d  p u l s e s  o f  l O m M  N a O H .  T h e r e  w a s  a  8 %  d e c r e a s e  i n  b i n d i n g  
a c t i v i t y  o b s e r v e d  o v e r  t h e f j i y  c o n s e c u t i v e  c y c l e s .  
R e g e n e r a t l o n  C y c l e  N u m b e r  
F i g u r e  4 . 3 1 .  T y p i c a l  r e g e n e r a t i o n  p r o f i l e  f o r  f i f t y  c o n s e c u t i v e  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  
c y c l e s  o f  a  2  m i n u t e  p u k e  o f  p u r i f i e d  D l 1  F a b  a n t i b o d y  i n  H B S  t o  t h e  s u r f a c e  o f  a  c h i p  
i m m o b i l i s e d  w i t h  a n  A F B l  d e r i v a t i v e .  A n t i b o d y ,  a t  a  d i l u t i o n  o f  1 / 3 , 0 0 0 ,  w a s  u s e d  a n d  t h e  
s u r f a c e  r e g e n e r a t e d  w i t h  a  3 0  s e c o n d  p u l s e s  o f  l O m M  N a O H .  T h e r e  w a s  a  1 2 %  d e c r e a s e  i n  
b i n d i n g  a c t i v i t y  o b s e r v e d  o v e r  t h e f f i y  c o n s e c u t i v e  c y c l e s .  
4 . 2 . 7 . 3  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B 1  
P B S  c o n t a i n i n g  5 % ( v / v )  m e t h a n o l  w a s  s p i k e d  w i t h  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  A m ] ,  
r a n g i n g  f r o m  4 8  t o  9 8 , 0 0 0 p g I m 1 ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 2 . 1 ,  a n d  m i x e d  w i t h  
a n  e q u a l  v o l u m e  o f  F a b  a n t i b o d y ,  a t  a  f i n a l  d i l u t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 / 3 , 0 0 0 .  
S a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t o  a l l o w  e q u i l i b r a t i o n  
a n d  t h e n  i n j e c t e d  o v e r  t h e  A F B l  i m m o b i l i s e d  s u r f a c e  a t  a  f l o w r a t e  o r  1 0 p V m i n u t e  f o r  
2  m i n u t e s .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  a  5 p l  i n j e c t i o n  o f  1 0 m M  N a O H ,  w h i c h  a l l o w e d  
c o m p l e t e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i p  s u r f a c e .  A l l  s a m p l e s  w e r e  a n a l y s e d  i n  t r i p l i c a t e  a n d  
t h e i r  r e s p e c t i v e  r e s p o n s e  u n i t s  ( R U )  n o r m a l i s e d  b y  d i v i d i n g  t h e  m e a n  r e s p o n s e  
o b t a i n e d  a t  e a c h  A F B l  c o n c e n t r a t i o n  ( R U )  b y  t h e  m e a n  r e s p o n s e  d e t e r m i n e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  z e r o  t o x i n  ( R U o ) .  
4 . 2 . 7 . 3 . 1  I n t r a -  a n d  i n t e r - a s s a y  v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  
T o  d e m o n s t r a t e  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y s  b o t h  i n t r a -  a n d  
i n t e r - v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d .  I n t r a -  a n d  i n t e r - d a y  a s s a y  C V ' s  f o r  t h e  G 6  
F a b - b a s e d  a s s a y  r a n g e d  f r o m  0 . 0 4 %  t o  1 . 1 8 %  a n d  0 . 3 1 %  t o  3 . 5 1 % ,  r e s p e c t i v e l y ,  
i n d i c a t i n g  e x c e l l e n t  r e p r o d u c i b i l i t y .  W h i l e ,  i n t r a -  a n d  i n t e r - d a y  a s s a y  C V ' s  f o r  t h e  
D l 1  F a b - b a s e d  a s s a y  r a n g e d  f r o m  0 . 0 9 %  t o  1 0 . 5 1 %  a n d  0 . 8 3 %  t o  8 . 9 6 % ,  
r e s p e c t i v e l y .  P e r c e n t a g e  r e c o v e r y  v a l u e s  i n d i c a t e d  r e a s o n a b l e  a c c u r a c y ,  w i t h  m a j o r i t y  
o f  v a l u e s  w i t h i n  f  l o % ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  v a l u e s  a t  3 8 1 p g l m l  o f  A F B I ,  w h i c h  
w e r e  1 2 7 %  a n d  1 2 5 %  f o r  t h e  G 6  a n d  D l 1  F a b - b a s e d  a s s a y s ,  r e s p e c t i v e l y .  C V ' s  a n d  
p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  v a l u e s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  4 . 6  a n d  4 . 7 .  
N o r m a l i s e d  r e s p o n s e  v a l u e s  ( R U / R U o )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g  o f  A F B l  
c o n c e n t r a t i o n  t o  g e n e r a t e  a  c a l i b r a t i o n  c u r v e s  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e .  
T h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  ( L O D ) ,  w h i c h  i s  t h e  s m a l l e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e  t h a t  
p r o d u c e s  a  r e s p o n s e  t h a t  c a n  b e  s i g n i f i c a n t l y  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  z e r o  a n a l y t e ,  w a s  
c a l c u l a t e d  f o r  b o t h  t h e  G 6  a n d  D l 1  F a b - b a s e d  a s s a y s .  F i g u r e  4 . 3 2  s h o w s  t h e  i n t e r - d a y  
c a l i b r a t i o n  c u r v e  f o r  t h e  a s s a y  e m p l o y i n g  t h e  G 6  F a b  a n t i b o d y ,  w h e r e  t h e  r a n g e  o f  
d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  9 5  a n d  2 4 , 4 0 0 p g t m l .  T h e  L O D  o f  t h e  a s s a y ,  w h i c h  
w a s  d e t e r m i n e d  b y  s e l e c t i n g  t h e  m e a n  n o r m a l i s e d  r e s p o n s e  m i n u s  t h r e e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n s  f o r  t h e  n e g a t i v e  s t a n d a r d  ( i . e .  n o  A m I ) ,  w a s  f o u n d  t o  b e  1 1 7 p g / m l .  T h e  
i n t e r - d a y  c a l i b r a t i o n  c u r v e  e m p l o y i n g  t h e  D l 1  F a b  a n t i b o d y  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 3 1 .  
The r a n g e  o f  d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  t e  h e  b c t w e e n  1 9 1  a n d  4 8 , 8 0 0 p g l m l  f o r  A F B  1  i n  t h e  
D  1  1  F u h - b a s c d  a s s a y  w i t h  a  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  2 9 0 p g l m l .  
F i g 1 4 r e  4 . 3 2 .  I ~ i t ~ r - d a y  c n l i b r a t i o n  c u r v e  f o r  t h e  i n h i h i t i o n  B i a c o r e  n s s a y  f i r .  t h e  r i e f ~ c ! i o n  o f
A F B ,  u s i n g  t h e  G 6  F n h  f r a g m e n t .  k  c a l i b r a t i o n  c u n w  w a s  m n s t r u c t i r z g  h y  p l o t  t i n ^  t h e  
n n m a l i s e d  r e s p o n s e  v a l u ~ s  { R U R U a )  a g a i t a . r l  t h e  I n g  a f  A F O ,  c o n c e n i m t i o n  u . 7 i n . q  
B l A  e v a t u a r i o n  4 - 0 . 1  s q p Y a r e .  A I S  n n n l y s e s  w e r e  p e f i r n r e d  i n  t r i p l i c l r t ~  o n  t h r e e  s e p a r a t e  
 d a y . ^ .  T T l  a s s a . 9  ~ v n s  f n l n t d  i n  hcrw a  r . a n R e  r f  d e t e c i i o n  n f  9 5  t o  2 4 , 4 I I O p ~ / n t I  a n d  a  I i m i r  q f  
d e t e c t i o n  o f  l  i  7 p ~ h n E .  
T a b l e  4 . 6 .  
B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  i n t e r - d a y  c o e f l c i e n t  o f  v a r i a t i o n  ( C V s )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  f r e e  A F B ,  e m p l o y i n g  t h e  G 6  F a b  a n t i b o d y .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  a s s a y e d  i n  t r i p l i c a t e  o v e r  
t h r e e  d a y s  a n d  t h e  C V s  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D )  e x p r e s s e d  a s  a  
p e r c e n t a g e  o f  t h e  m e a n  v a l u e  f o r  e a c h  s t a n d a r d .  M e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n s  ( i . e .  b a c k -  
c a l c u l a t e d  c o n c e n t r a t i o n s )  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  f o u r - p a r a m e t e r  m o d e l  f i t t e d  t o  t h e  a s s a y  
d a t a  w i n g  BD1 e v a l u a t i o n  4 . 0 1  s o f h Y a r e  a n d  p e r c e n t a g e  r e c o v e r i e s  e x p r e s s e d  a  r a t i o  b e t w e e n  
m e a s u r e d  a n d  a d d e d  c o n c e n t r a t i o n s .  
-  -  
C o n c e n t r a t i o n  R U I R U , ,  S D  C V  B a c k  c a l c u l a t e d  R e c o v e r y  
( % I  
c o n c e n t r a t i o n  
( % I  
( n g / m l )  
A F &  C o n c e n t r a t i o n  ( p g l m l )  
F i g m  4 . 3 3 .  
I n t e r - d 0 . y  c a l i b r a i i o n  c t m e  f o r  t h e  i n h i b i t i o n  B i a c o m  a s s a y . f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  A F B ,  t s s i n ~  t h e  D I I  F a b f i a g m e n t .  A  c a l i b m t i o n  c u r v c r  lvas c a r r s t r u e ~ i n g  b y  p i o f r i n g  t h e  
n o r n t n l i s e d  r e s p o n s e  v # I t i e s  I R U R U o )  n g r a i n s r  t h e  108 o f  A F B ,  c o n c e n r r a t i o n  r r s i n ~  
B I A e v a l u a r i o n  4 . 0 . 1  s o f i ~ r c r r e .  A l l  a r ~ n l y s e s  w e r e  p e & r m e d  i n  t r i p l i c a t e  o n  r h r e e  s e p a r a t e  
d a y s .  T h e  a s s a y  l v a s  f o r r n d  m  h a v e  a  r a n g e  q f  c i e t e c t i o n  of I P I  t o  4 8 , 8 0 0 p f i J n l l  n n d  a  l i n t i t  of 
d e t e c t i o n  g f  2 9 0 p g t n t E .  
T a b l e  4 . 7 .  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  i n t e r - d a y  c o e f l c i e n t  o f  v a r i a t i o n  ( C V s )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  f r e e  A F B ,  e m p l o y i n g  t h e  D l 1  F a b  a n t i b o d y .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  a s s a y e d  i n  t r i p l i c a t e  o v e r  
t h r e e  d a y s  a n d  t h e  C V s  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D )  e x p r e s s e d  a s  a  
p e r c e n t a g e  o f  t h e  m e a n  v a l u e  f o r  e a c h  s t a n d a r d .  M e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n s  ( i . e .  b a c k -  
c a l c u l a t e d  c o n c e n t r a t i o n s )  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  f o u r - p a r a m e t e r  m o d e l  f i t t e d  t o  t h e  a s s a y  
d a t a  u s i n g  B I A  e v a l u a t i o n  4 . 0 1  s o f i w a r e  a n d  p e r c e n t a g e  r e c o v e r i e s  e x p r e s s e d  a  r a t i o  b e t w e e n  
m e a s u r e d  a n d  a d d e d  c o n c e n t r a t i o n s .  
C o n c e n t r a t i o n  R U J R U ~  * S D  C V  B a c k  c a l c u l a t e d  
R e c o v e r y  
c o n c e n t r a t i o n  ( % I  
( n d d )  
4 . 2 . 7 . 4  C o m p a r i s o n  o f  F a b  f r a g m e n t s  a n d  p a r e n t  s c F v  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e  i n h i b i t i o n  B i a c o r e  a s s a y s  e m p l o y i n g  t h e  G 6  a n d  D l  1  F a b  a n t i b o d y  
f r a g m e n t s  w e r e  c o m p a r e d  t o  t h e  p a r e n t  s c F v  i n  t e r m s  o f  a s s a y  s e n s i t i v i t y .  A n  
i n h i b i t i o n  B i a c o r e  a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  o n  t h e  A F B l  d e r i v a t i v e  s e n s o r  s u r f a c e ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 2 . 1  e m p l o y i n g  t h e  a n t i - A F B 1  s c F v  a t  t h e  o p t i m a l  d i l u t i o n  
o f  1 1 4 , 0 0 0 .  T h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  f o r  t h e  s c F v  w a s  f o u n d  t o  b e  0 . 3 8 - 2 4 . 4 n g i m 1 ,  w i t h  
a n  I C s o  v a l u e  o f  2 . 4 n g l m l .  T h e  s c F v  d i s p l a y e d  s i m i l a r  s e n s i t i v i t y  t o  t h e  G 6  F a b ,  w h i c h  
h a d  a n  a s s a y  I C s o  v a l u e  o f  2 . 2 n g l m l .  H o w e v e r ,  t h e  D l 1  F a b  ( I C s o  v a l u e  o f  1 . 6 n g I m l )  
d e m o n s t r a t e d  - 1 . 5 - f o l d  i n c r e a s e  i n  a s s a y  s e n s i t i v i t y  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  p a r e n t  
s c F v .  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  c u r v e s  f o r  a l l  t h r e e  a n t i b o d i e s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 3 4  a n d  
r e s p o n s e  v a l u e s  w e r e  n o r m a l i s e d  b y  e x p r e s s i n g  d a t a  a s  % B I B o  ( a s  b e f o r e ) .  
G 6  F a b  
I  D l 1  F a b  
s c F v  
1 0 0  l o o 0  1 c Q o o  
A F B 1  C o n c e n t r a t i o n  ( p g l r n l )  
F i g u r e  4 . 3 4 .  I n h i b i t i o n  B i a c o r e  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B ,  i n  P B S  u s i n g  t h e  s c F v  a n d  
G 6  a n d  D l 1  F a b  a n t i b o d y f f a g m e n t s .  N o n n a l i s e d  r e s p o n s e  v a l u e s  ( e x p r e s s e d  a s  % B / B o )  w e r e  
p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  A F B ,  c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  B U e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f h v a r e  a n d  
a  4 - p a r a m e t e r  e q u a t i o n f i t t e d  t o  t h e  d a t a .  T h e  ZCso v a l u e s  f o r  t h e  s c F v ,  D l 1  F a b  a n d  G 6  F a b  
w e r e  f o u n d  t o  b e  2 . 4 n g / m l ,  1 . 6 n g / m l  a n d  2 . 2 n g / m l ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  F a b  r e c o m b i n a n t  
a n t i b o d i e s  d e m o n s t r a t e d  g r e a t e r  l i n e a r i t y  i n  a s s a y  r e s p o n s e  t h a n  t h e  s c F v .  
4 . 2 . 8  I n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  o f  a n t i - A F B 1  F a b  a n d  s c F v  f r a g m e n t s  
T h e  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r ,  k i n d l y  d o n a t e d  b y  D r .  W a r r e n  o f  t h e  C e n t r a l  L a b o r a t o r y ,  T h e  
N o r w e g i a n  R a d i u m  H o s p i t a l ,  O s l o ,  N o r w a y ,  w a s  u s e d  f o r  i n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  o f  t h e  
s c F v  a n d  F a b  f r a g m e n t s .  T h e  p A K 4 O O B i o  v e c t o r  w a s  c o n s t r u c t e d  b y  r e p l a c i n g  t h e  
c a r b o x y - t e r m i n a l  ( H i s ) 6  t a g  i n  t h e  o r i g i n a l  p A K 4 O O  v e c t o r  ( K r e b b e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 )  w i t h  
a  s e q u e n c e  e n c o d i n g  a  b i o t i n  a c c e p t o r  p e p t i d e ,  G G G L N D I F E A Q K I E W H E  ( W a r r e n  e t  
a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h i s  v e c t o r  f a c i l i t a t e s  i n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  o f  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  b y  
e x p r e s s i n g  t h e m  a s  a  f u s i o n  p r o t e i n  w i t h  t h e  b i o t i n  a c c e p t o r  i n  a n  E .  c o l i  K 1 2  s t r a i n  
( A V B  1 0 0 )  t h a t  o v e r p r o d u c e s  t h e  b i o t i n  h o l o e n z y m e  B i r A .  T h e  i n  v i v a  b i o t i n y l a t i o n  
m e t h o d  a l l o w s  e a c h  f r a g m e n t  t o  b e  l a b e l l e d  w i t h  o n l y  o n e  b i o t i n  m o l e c u l e  d i s t a l  o f  
t h e  a n t i g e n - b i n d i n g  s i t e ,  t h u s ,  m a k i n g  i t  a d v a n t a g e o u s  o v e r  r a n d o m  c h e m i c a l  
b i o t i n y l a t i o n .  T h e  m e t h o d  w o u l d  f a c i l i t a t e  i m m o b i l i s a t i o n  o f  f r a g m e n t s  o n t o  a v i d i n  
s u r f a c e s  i n  a n  o r i e n t a t e d  m a n n e r  a n d  c o u l d  b e  p o t e n t i a l  u s e f u l  f o r  f u t u r e  a n t i b o d y  
a r r a y  a p p l i c a t i o n s .  
4 . 2 . 8 . 1  S u b c l o n i n g  o f  s c F v  g e n e  i n t o  i n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  v e c t o r  p A K 4 0 0 B i o  
T h e  p A K 4 0 0 B i o  a n d  p A K 4 0 0  e x p r e s s i o n  v e c t o r  ( h a r b o u r i n g  t h e  a n t i - A F B 1  s c F v  
i n s e r t )  w e r e  b o t h  d i g e s t e d  w i t h  S ' I  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 4 . 1 .  T h e  s c F v  f r a g m e n t  
a n d  l i n e a r i s e d  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  ( F i g u r e  4 . 3 5  ( A ) )  w e r e  p u r i f i e d  b y  a g a r o s e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  t h e  p u r i f i e d  D N A  q u a n t i f i e d  ( S e c t i o n  2 . 4 . 4 . 1 ) .  T h e  A F B 1 - s p e c i f i c  
s c F v  w a s  l i g a t e d  i n t o  t h e  p A K 4 O O B i o  v e c t o r  a n d  t r a n s f o r m e d  i n t o  E. c d i  A V B 1 0 0  
c e l l s  ( A v i d i t y  I n c . )  c e l l s ,  w h i c h  c o n t a i n  a  c h r o m o s o m a l  c o p y  o f  t h e  b i o t i n  
h o l o e n z y m e  s y n t h e s a s e  ( b i r A )  g e n e  ( S e c t i o n  2 . 4 . 4 . 3  a n d  2 . 4 . 4 . 4 ) .  
4 . 2 . 8 . 2  S u b c l o n i n g  o f  F a b  f r a g m e n t s  i n t o  i n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  v e c t o r  
p A K 4 0 0 B i o  
T h e  r e s t r i c t i o n  s i t e s  i n  t h e  p C o m b 3 X  v e c t o r  ( S ' G G C C C A G G C G G C C  a n d  
3 ' G G C C A G G C C G G C C )  d i f f e r  f r o m  t h o s e  i n  t h e  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  
( 5 ' G G C C C A G C C G G C C  a n d  3 ' G G C C T C G G G G G C C ) .  T h e r e f o r e ,  p r i m e r s  w e r e  
d e s i g n e d  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  F a b  f r a g m e n t s  f r o m  t h e  p C o m b 3 X  v e c t o r  t h a t  
i n t r o d u c e d  t h e  a p p r o p r i a t e  S'I s i t e s  f o r  p A K 4 0 0 B i o .  T h e  r e s u l t i n g  F a b  f r a g m e n t  
s e q u e n c e s  c o u l d  t h e n  b e  d i r e c t l y  c l o n e d  i n t o  t h e  b i o t i n y l a t i o n  v e c t o r  p A K 4 0 0 B i o  w i t h  
t h e  r a r e - c u t t i n g  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  S ' I .  
T h e  G 6  a n d  D l 1  w e r e  a m p l i f i e d  f r o m  t h e  p C o m b 3 X  v e c t o r  u s i n g  t h e  p r i m e r s  
d e s i g n e d  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 4 . 4 . 2 .  I .  A  s t a n d a r d  P C R  r e a c t i o n  w a s  u s e d  t o  a m p l i f y  t h e  
D N A  s e q u e n c e s  a n d  t h e  o p t i m u m  a n n e a l i n g  t e m p e r a t u r e  w a s  d e t e r m i n e d  t o  b e  4 3 ° C  
( S e c t i o n  2 . 4 . 4 . 2 . 2  a n d  2 . 4 . 4 . 2 . 3 ) .  F i g u r e  4 . 3 6  ( A )  s h o w s  a g a r o s e  g e l  a n a l y s i s  o f  t h e  
a m p l i f i e d  G 6  a n d  D l 1  D N A  f r a g m e n t s  a t  a p p r o x i m a t e l y  1 , 5 0 0 b p .  T h e  p A K 4 0 0 B i o  
a n d  F a b  f r a g m e n t s  w e r e  b o t h  d i g e s t e d  w i t h  S ' I ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 4 .  I ,  a n d  
d i g e s t e d  F a b  a n d  v e c t o r  D N A  w e r e  p u r i f i e d  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  
q u a n t i f i e d  ( S e c t i o n  2 . 4 . 2 . 1 . 5 ) .  F i g u r e  4 . 3 6  ( B )  s h o w s  t h e  a g a r o s e  g e l  a n a l y s i s  o n  b o t h  
t h e  d i g e s t e d  F a b  f r a g m e n t s  a n d  v e c t o r  D N A .  T h e  a n t i - A F B 1  F a b  f r a g m e n t s  w a s  t h e n  
l i g a t e d  i n t o  t h e  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  ( S e c t i o n  2 . 4 . 4 . 3 )  a n d  t r a n s f o r m e d  i n t o  E .  c o l i  
A V B l O O  c e l l s  ( A v i d i t y  I n c . )  ( S e c t i o n  2 . 4 . 4 . 4 )  f o r  s u b s e q u e n t  e x p r e s s i o n  o f  
b i o t i n y l a t e d  F a b  f r a g m e n t s .  T h e  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  c o n t a i n i n g  b o t h  t h e  s c F v  a n d  F a b  
f r a g m e n t s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g u r e  4 . 3 5  ( B )  a n d  4 . 3 7 ,  r e s p e c t i v e l y .  
S I Z E  ( b p )  
4 , 0 0 0  -  
8 5 0  -  
F i g u r e  4 . 3 5 .  ( A )  Z I  d i g e s t i o n  o f  p A K 4 0 0 B i o  a n d  p A K 4 0 0  v e c t o r s .  L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  
D N A  l a d d e r  ( I n v i t r o g e n ) ;  ( I )  u n d i g e s t e d  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  c 0 n t a i n i n . g  s t u f f e r  f r a g m e n t ;  ( 2 )  
S f i I  d i g e s t e d  p A K 4 0 0 B i o  ( - 4 , 0 0 0 b p )  w i t h  t h e  s t u f f e r  g e n e  r e m o v e d  ( - 8 0 0 b p ) ;  ( 3 )  u n d i g e s t e d  
p A K 4 0 0  v e c t o r  c o n t a i n i n g  t h e  A F B I - s p e c i j l c  s c F v ;  ( 4 )  
d i g e s t e d  p A K 4 0 0  v e c t o r  
( - 4 , 0 0 0 b p )  w i t h  a n t i - A F B ,  s c F v  f r a g m e n t  ( - 8 0 0 b p )  r e m o v e d .  ( B )  B I  d i g e s t i o n  o f p A K 4 0 0 B i o  
v e c t o r  c o n t a i n i n g  t h e  A F B I - s p e c i f i c  s c F v .  L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  l a d d e r  ( I n v i t r o g e n ) ;  ( I )  
u n d i g e s t e d  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  c o n t a i n i n g  t h e  a n t i - A F B I  s c F v ;  ( 2 )  S f i I  d i g e s t e d  p A K 4 0 0 B i o .  
L i n e a r i s e d  v e c t o r  D N A  ( - 4 , 8 0 0 b p ;  c u t  o n l y  o n c e )  a n d  d o u b l e  c u t  D N A  ( - 4 , 0 0 0 b p )  w i t h  t h e  
a n t i - A F B I  s c F v  g e n e  r e m o v e d  ( - 8 0 0 b p ) .  
F i g u r e  4 , 3 6 .  
( A )  A m p l i f i c a t i o n  o f  F a b  f r a g m e n t s .  L a n e s :  ( M )  I K b  p l u s  D N A  l a d d e r  
( I n v i t r o g e n ) ;  ( I )  a m p l i f i e d  D l 1  F a b  D N A  r e p r e s e n t e d  b y  a  b a n d  a t  a p p r o x i m a t e l y  1 , 5 0 0 b p ;  
( 2 )  a m p l i f i e d  G 6  F a b  D N A  r e p r e s e n t e d  b y  a  b a n d  a t  a p p r o x i m a t e l y  1 , 5 0 0 b p .  ( B )  8 1  
d i g e s t i o n  o f  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  c o n t a i n i n g  t h e  s t u f l e r  g e n e  a n d  F a b  f r a g m e n t s .  L a n e s :  ( M )  
1 K b  p l u s  D N A  l u d d e r  ( I n v i t r o g e n ) ;  ( 1 )  u n d i g e s t e d  D l 1  F a b ;  ( 2 )  a 1  d i g e s t e d  D l 1  F a b ;  ( 3 )  
u n d i g e s t e d  G 6  F a b ;  ( 4 )  B I  d i g e s t e d  G 6  F a b ;  ( 5 )  u n d i g e s t e d p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r ;  ( 6 )  d i g e s t e d  
p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  ( - 4 , 0 0 0 b p )  w i t h  s t u f f e r  g e n e  ( - 8 0 0 b p )  r e m o v e d .  
F i g u r e  4 . 3 7 .  S f i I  d i g e s t i o n  o f  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  c o n t a i n i n g  t h e  A F B I - s p e c i f i c  F a b  f r a g m e n t s .  
L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  l a d d e r  ( I n v i t r o g e n ) ;  ( I )  u n d i g e s t e d  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  c o n t a i n i n g  
t h e  a n t i - A F B I  D l 1  F a b ;  ( 2 )  S ' I  d i g e s t e d  p A K 4 0 0 B i o .  L i n e a r i s e d  v e c t o r  D N A  ( - 5 , 5 0 0 b p ;  c u t  
o n l y  o n c e )  a n d  d o u b l e  c u t  D N A  ( - 4 , 0 0 0 b p )  w i t h  t h e  A F B I - s p e c c p c  D N  F a b  f r a g m e n t  
r e m o v e d  ( - 1 , 5 0 0 b p ) .  ( 3 )  u n d i g e s t e d  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  c o n t a i n i n g  t h e  G 6  F a b ;  ( 4 )  S f i Z  
d i g e s t e d  p A K 4 0 0 B i o .  L i n e a r i s e d  v e c t o r  D N A  ( - 5 , 5 0 0 b p ;  c u t  o n l y  o n c e )  a n d  d o u b l e  c u t  D N A  
( - 4 , 0 0 0 b p )  w i t h  t h e  a n t i - A F B I  G 6  F a b  f r a g m e n t  r e m o v e d  ( - 1 , 5 0 0 b p ) .  
4 . 2 . 8 . 3  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o n  A F B l - s p e c i f i c  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  
T h e  p A K 4 0 0 B i o  b e a r i n g  t h e  a n t i - A m 1  F a b  a n d  s c F v  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  A V B l O O  
c e l l s  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 1 . 1 .  T h e  p l a s r n i d s  w e r e  s e n t  t o  Q i a g e n  ( G e r m a n y )  L t d  
f o r  s e q u e n c i n g .  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  s c F v  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  
p r i m e r s ,  p A K f o r  a n d  p A K b a c k .  T h e  p r i m e r s ,  k p e l  a n d  p e l s e q ,  w e r e  u s e d  f o r  s e q u e n c e  
a n a l y s e s  o f  t h e  F a b  f r a g m e n t s .  T h e s e  p r i m e r s  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  2 . 2  ( S e c t i o n  
2 . 4 . 3 . 9 . 2 ) .  
T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  w e r e  t r a n s l a t e d  t o  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  u s i n g  E x p a s y  
t r a n s l a t e  t o o l  a n d  a l i g n e d  u s i n g  P B I L  ( T a b l e ,  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 9 ) .  F i g u r e  4 . 3 8  s h o w s  t h e  
a l i g n m e n t  o f  t h e  s e q u e n c e s  o f  t h e  s c F v  f r o m  p A K 4 0 0  a n d  t h e  s c F v - b i o  f r o m  
p A K 4 O O B i o .  T h e  t w o  s e q u e n c e s  d i s p l a y e d  1 0 0 %  h o m o l o g y  a n d  c o n f i r m e d  t h e  
s u c c e s s f u l  c l o n i n g  o f  t h e  e n t i r e  s c F v  g e n e  i n t o  t h e  p A K 4 O O B i o  v e c t o r .  A s  i l l u s t r a t e d  
i n  F i g u r e  4 . 3 8 ,  t h e  ( H i s ) 6  t a g  e n c o d e d  b y  t h e  p A K 4 0 0  v e c t o r  ( K r e b b e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 )  a t  
t h e  c a r b o x y - t e r m i n a l  o f  t h e  s c F v  g e n e  s e q u e n c e  i s  r e p l a c e d  w i t h  t h e  b i o t i n y l a t i o n  
a c c e p t o r  p e p t i d e  e n c o d e d  b y  t h e  p A K 4 O O B i o .  
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F i g u r e  4 . 3 8 .  T h e  a n t i - A F B ,  s c F v  g e n e  s e q u e n c e s  f r o m  p A K 4 0 0  ( s c F v )  a n d  p A K 4 O O B i o  
( s c F v - b i o ) .  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  w e r e  t r a n s l a t e d  i n t o  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  u s i n g  t h e  E x p a s y  
t r a n s l a t e  t o o l  a n d  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  a l i g n e d  u s i n g  t h e  P B I L  p r o t e i n  a l i g n m e n t  t o o l  
( S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 9 ) .  T h e  t w o  s e q u e n c e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  i d e n t i c a l .  T h e  l i g h t  a n d  h e a v y  c h a i n  
c o t r p l e m e n t a r i t y  d e t e r m i n i n g  r e g i o n s  ( C D R s )  w e r e  d e f i n e d  a c c o r d i n g  t o  K a b a t  e t  ( 1 9 9 1 )  
a n d  a r e  h i g h l i g h t e d  i n  y e l l o w  a n d  r e d ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  v a r i a b l e  r e g i o n s  a r e  l i n k e d  t o g e t h e r  
b y  a f l e x i b l e  2 0 - a m i n o  a c i d  p e p t i d e  l i n k e r  ( ( G l y 4 S e r ) 4 ) , w h i c h  i s  h i g h l i g h t e d  i n  g r e y .  T h e  C -  
t e r m i n a l  t a g  e n c o d e d  b y  t h e  p A K 4 0 0  v e c t o r  ( h i g h l i g h t e d  i n  b l u e )  i s  r e p l a c e d  w i t h  t h e  
b i o t i n y l a t i o n  a c c e p t o r  p e p t i d e  ( h i g h l i g h t e d  i n  p i n k )  i n  t h e  i n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  v e c t o r ,  
p A k 4 O O B i o .  
4 . 2 . 8 . 4  P r o d u c t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  a n t i b o d i e s  
T h e  s c F v  a n d  F a b  f r a g m e n t s  w e r e  i n t r o d u c e d  i n t o  E .  c o l i  A V B  1 0 0  c e l l s  ( A v i d i t y  I n c . )  
b y  e l e c t r o p o r a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 . 4 . 4 )  f o r  s u b s e q u e n t  e x p r e s s i o n  o f  b i o t i n y l a t e d  
a n t i b o d y  f r a g m e n t s .  T h e  E .  c o l i  A V B l O O  c e l l s  c o n t a i n  a  c h r o m o s o m a l  c o p y  o f  t h e  
b i o t i n  h o l o e n z y m e  s y n t h e s a s e  ( b i r A )  g e n e ,  a l l o w i n g  o v e r e x p r e s s i o n  o f  t h e  B i r A  
p r o t e i n  b y  i n d u c t i o n  w i t h  L - a r a b i n o s e .  T h i s  b i r A  e n z y m e  c a t a l y s e s  t h e  s i t e - s p e c i f i c  
b i o t i n y l a t i o n  r e a c t i o n  o f  t h e  l y s i n e  r e s i d u e  i n  t h e  b i o t i n y l a t i o n  a c c e p t o r  d o m a i n  
e n c o d e d  b y  t h e  p A k 4 0 0 B i o  v e c t o r .  T h e  A V B l O O  c e l l s  c a n  b e  u s e d  w i t h  I P T G -  
i n d u c i b l e  v e c t o r s  ( i . e .  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r ) ,  a l l o w i n g  i n d e p e n d e n t  c o n t r o l  o v e r  t h e  
e x p r e s s e d  a n t i b o d y  g e n e s  a n d  t h e  b i r A  l e v e l s .  
T h e  m e t h o d  f o r  e x p r e s s i o n  o f  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  s c F v  d e s c r i b e d  b y  W a r r e n  e t  a 2 .  
( 2 0 0 5 )  w a s  f i r s t  u s e d  f o r  b i o t i n y l a t e d  s c F v  p r o d u c t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  u s e  o f  2 X T Y  
b r o t h  r a t h e r  t h a n  T B  y i e l d e d  p o o r  e x p r e s s i o n  o f  t h e  s c F v  a n t i b o d y  ( F i g u r e  4 . 3 9 ) .  
T h e r e f o r e ,  f o r  h i g h  l e v e l s  o f  a n t i b o d y  e x p r e s s i o n ,  b o t h  F a b  a n d  s c F v  f r a g m e n t s  w e r e  
e x p r e s s e d  i n  S B  a n d  T B  m e d i a ,  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 0 . 1  a n d  2 . 4 . 3 . 1 0 . 2 ,  r e s p e c t i v e l y ,  
w i t h  t h e  f o l l o w i n g  a m e n d m e n t s .  E x p r e s s i o n  o f  b i o t i n - t a g g e d  a n t i b o d i e s  w a s  i n d u c e d  
w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  i s o p r o p y l  P - D - t h i o g a l a c t o p y r a n o s i d e  ( 1 m M )  a n d  L - a r a b i n o s e  
( 1 . 5 p M )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  D - b i o t i n  ( 1 0 0 p . M ) .  F o l l o w i n g  o v e r n i g h t  i n d u c t i o n  t h e  c e l l s  
w e r e  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 , 0 0 0 g  a t  4 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s  ( E p p e n d o r f  5 8 1 0 R ) .  
E a c h  p e l l e t  w a s  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  i n  P B S  t o  r e m o v e  f r e e  b i o t i n  a n d  t h e  a n t i b o d i e s  
w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  h o s t  c e l l  b y  s o n i c a t i o n .  T h e  r e s u l t i n g  c e l l  l y s a t e s  w e r e  a n a l y s e d  
b y  E L I S A  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  w e r e  s u c c e s s f u l l y  
b i o t i n y l a t e d  d u r i n g  e x p r e s s i o n .  T h e  E L I S A  w a s  p e r f o r m e d  a s  p e r  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 1 . 1  
w i t h  t h e  f o l l o w i n g  a m e n d m e n t s .  P l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  6 . 2 5 p g l m l  o f  t h e  A F B I - B S A  
c o n j u g a t e  a n d  b l o c k e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  1 %  ( w l v )  B S A .  C e l l  l y s a t e s ,  d i l u t e d  2  t o  
1 6 - f o l d  i n  P B S  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  ( w t v )  B S A ,  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  t h e  c o a t e d  a n d  
b l o c k e d  m i c r o t i t r e  p l a t e  w e l l s .  B o u n d  b i o t i n y l a t e d  a n t i b o d i e s  w e r e  d e t e c t e d  f o l l o w i n g  
t h e  a d d i t i o n  o f  a  1 1 1 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  e x t r a v i d i n  p e r o x i d a s e  ( S i g m a )  a n d  T M B  
s u b s t r a t e .  A b s o r b a n c e s  w e r e  r e a d  a t  4 5 0 n m  o n  a  T e c a n  s a f i r e Z T M  a n d  t h e  v a l u e s  
p l o t t e d  o n  b a r  c h a r t s ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  4 . 4 0  -  4 . 4 2 .  
T h e  s c F v  d i s p l a y e d  s p e c i f i c  b i n d i n g  t o  A F B I  a n d  w a s  d e t e c t e d  w i t h  t h e  H R P - l a b e l l e d  
e x t r a v i d i n ,  i n d i c a t i n g  t h e  f u n c t i o n a l i t y  o f  t h e  a n t i b o d y  w a s  r e t a i n e d  a n d  i t  w a s  
s u c c e s s f u l l y  b i o t i n y l a t e d  d u r i n g  e x p r e s s i o n .  M i n i m a l  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  ( N S B )  w a s  
o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  e x t r a v i d i n  p e r o x i d a s e  c o n j u g a t e  a n d  t h e  b l o c k i n g  s o l u t i o n  ( i . e .  
B S A )  o r  c e l l  l y s a t e .  H o w e v e r ,  a  m u c h  h i g h e r  d e g r e e  o f  N S B  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  
t h e  e x t r a v i d i n  l a b e l  a n d  t h e  c r u d e  c e l l  l y s a t e  p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n i n g  t h e  G 6  a n d  D l  1  
F a b  f r a g m e n t s  w h e n  a n a l y s e d  b y  E L I S A  ( F i g u r e  4 . 4 1  a n d  4 . 4 2 ) .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  
t h a t  m o r e  s t r i n g e n t  w a s h i n g  o f  t h e  F a b  a n t i b o d y  p r e p a r a t i o n s  w a s  r e q u i r e d  t o  r e m o v e  
e x c e s s  f r e e  b i o t i n  p r i o r  t o  s o n i c a t i o n .  I n  o r d e r  t o  r e m o v e  e x c e s s  f r e e  b i o t i n  a n d  r e d u c e  
a n y  i n t e r f e r e n c e  c a u s e d  b y  a n y  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s  i n  s u b s e q u e n t  a s s a y  
d e v e l o p m e n t ,  c e l l  l y s a t e s  w e r e  a p p l i e d  t o  a  m o n o v a l e n t  a v i d i n  c o l u m n  f o r  t h e  
p u r i f i c a t i o n  o f  a n t i b o d y  f r a g m e n t s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 4 . 5 .  
H o w e v e r ,  f o l l o w i n g  p u r i f i c a t i o n  o n l y  t h e  s c F v  f r a g m e n t s  c o u l d  b e  d e t e c t e d  u s i n g  t h e  
e x t r a v i d i n  p e r o x i d a s e  ( F i g u r e  4 . 4 3 ) .  T h e  G 6  a n d  D l 1  f r a g m e n t s  w e r e  n o t  d e t e c t e d  
f o l l o w i n g  p u r i f i c a t i o n ,  s u g g e s t i n g  t h e y  w e r e  u n s u c c e s s f u l l y  b i o t i n y l a t e d  d u r i n g  
e x p r e s s i o n  o r  t h e  b i o t i n  t a g  w a s  n o t  a c c e s s i b l e .  
2  4  8  1 6  
I l s c F v - B i o  d i l u t i o n  
F i g u r e  4 . 3 9 .  
I n d i r e c t  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  s c F v  ( s c F v - B i o )  
f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  i n  T B  a n d  2 x T Y  m e d i a .    a x  i s  o r ^ ^ ^  p l a t e s  ( N u n c )  w e r e  c o a t e d  w i t h  
6 . 2 5 p g / m l  A F B I - B S A  a n d  b l o c k e d  w i t h  1 %  ( w / v )  B S A .  C e l l  l y s a t e s  ( c o n t a i n i n g  a n t i b o d y ) ,  
d i l u t e d  2 - 1 6 - f o l d  w e r e  a d d e d  t o  t h e  p l a t e  i n  t r i p l i c a t e  a n d  b o u n d  s c F v - B i o  a n t i b o d y  w a s  
d e t e c t e d  u s i n g  e x t r a v i d i n  p e r o x i d a s e  ( S i g m a ) .  I n c r e a s e d  l e v e l s  o f  b i o t i n y l a t e d  s c F v  w e r e  
o b s e r v e d  f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  i n  T B  m e d i a .  
1  6 . 2 5 p g l m l  A F B I - B S A  
2  4  8  1 6  
I l s c F v - B i o  d i l u t i o n  
F i g u r e  4 . 4 0 .  
I n d i r e c t  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  s c F v  ( s c F v - B i o )  
f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  i n  T B  n l e d i a .   a x i  i s  o r ^ ^ ^  p l a t e s  ( N u n c )  w e r e  c o a t e d  w i t h  6 . 2 5 p g / m l  
a n d  O p g / ? n l  ( c o n t r o l )  A F B I - B S A  a n d  b l o c k e d  w i t h  1 %  ( w / v )  B S A .  C e l l  l y s a t e s  ( c o n t a i n i n g  
s c F v  a n t i b o d y ) ,  d i l u t e d  2 - 1 6 - f o l d  w e r e  a d d e d  t o  t h e  p l a t e  i n  t r i p l i c a t e  a n d  b o u n d  s c F v - B i o  
a n t i b o d y  w a s  d e t e c t e d  u s i n g  e x t r a v i d i n  p e r o x i d a s e  ( S i g n t a ) .  T h e  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  s c F v  
w e r e  s h o w n  t o  b i n d  A F B l .  
6 . 2 5 M n d  A F B l  - B S A  
8 8  O & / m l  A F B I  - B S A  
2  4  8  1 6  
l / G & B l o  d l l u t l o n  
F i g u r e  4 . 4 1 .  I n d i r e c t  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  G 6  F a b  ( G 6 - B i o )  
f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  i n  S B  m e d i a .   a x i  i s  o r ^ ' ^  p l a t e s  ( N u n c )  w e r e  c o a t e d  w i t h  6 . 2 5 p g / m l  
a n d  O p g L m l  ( c o n t r o l )  A F B I - B S A  a n d  b l o c k e d  w i t h  I  %  ( w h )  B S A .  C e l l  l y s a t e s  ( c o n t a i n i n g  G 6  
F a b  a n t i b o d y ) ,  d i l u t e d  2 - 1 6 - f o l d  w e r e  a d d e d  t o  t h e  p l a t e  i n  t r i p l i c a t e  a n d  b o u n d  G 6 - B i o  
a n t i b o d y  w a r  d e t e c t e d  u s i n g  e x t r a v i d i n  p e r o x i d u s e  ( S i g m a ) .  T h e  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  G 6  F a b  
d i s p l a y e d  b i n d i n g  t o  A F B I - B S A  c o n j u g a t e  b u t  a  h i g h  d e g r e e  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  w a s  
o b s e r v e d .  
6 . 2 5 p g / m l  A F B I  - B S A  
O p g / m l  A F B I  - B S A  
-  
1  
2  4  a  1 6  
1 I D l 1 - B l o  d l l u t l o n  
F i g u r e  4 . 4 2 .  I n d i r e c t  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  D l 1  F a b  ( D 1 1 - B i o )  
f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  i n  S B  m e d i a .  ~ a x i s o ~ ~ ~  p l a t e s  ( N u n c )  w e r e  c o a t e d  w i t h  6 . 2 5 p g / m l  
a n d  O p g / m l  ( c o n t r o l )  A F B I - B S A  a n d  b l o c k e d  w i t h  1 %  ( w / v )  B S A .  C e l l  l y s a t e s  ( c o n t a i n i n g  
a n t i b o d y ) ,  d i l u t e d  2 - 1 6 - f o l d  w e r e  a d d e d  t o  t h e  p l a t e  i n  t r i p l i c a t e  a n d  b o u n d  D 1 1 - B i o  a n t i b o d y  
w a s  d e t e c t e d  u s i n g  e x t r a v i d i n  p e r o x i d m e  ( S i g m a ) .  T h e  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  D l 1  
F a b  
d i s p l a y e d  b i n d i n g  t o  A F B l - B S A  c o n j u g a t e  b u t  a  h i g h  d e g r e e  o f  n o n - s p e c l p c  b i n d i n g  w a r  
o b s e r v e d .  
1 0 0  1 0 0 0  
1 1 A n t l b o d y  d l l u t l o n  
F i g u r e  4 . 4 3 .  T i t r e s  o f  t h e  e x p r e s s e d  s c F v ,  G 6  a n d  D l 1  F a b  f r a g m e n t s  a g a i n s t  
6 . 2 5 p g / m l  A F B 1 - B S A  f o l l o w i n g  m o n o m e r i c  a v i d i n - p u r i j k a t i o n .  T h e  t i t r e  r e c o r d e d  f o r  
t h e  b i o t i n y l a t e d  s c F v  w a s  i n  e x c e s s  o f  1 / 1 0 0 , 0 0 0 .  T h e  G 6  a n d  D l 1  F a b  f r a g m e n t s  
w e r e  n o t  d e t e c t e d  f o l l o w i n g  p u r i f i c a t i o n .  
4 . 2 . 8 . 5  I n h i b i t i o n  E L I S A  i n c o r p o r a t i n g  t h e  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  s c F v  
A n  i n h i b i t i o n  E L I S A  w a s  p e r f o r m e d  e m p l o y i n g  t h e  b i o t i n y l a t e d  s c F v  t o  d e t e r m i n e  i t s  
r a n g e  o f  d e t e c t i o n  f o r  A F B l  i n  b u f f e r  a n d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  b i o t i n y l a t i o n  
r e a c t i o n  w o u l d  r e s u l t  i n  d e c r e a s e d  a s s a y  p e r f o r m a n c e .  P B S  c o n t a i n i n g  5 %  ( v l v )  
m e t h a n o l  w a s  s p i k e d  w i t h  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  A F B 1 ,  r a n g i n g  f r o m  0 . 3 8  t o  
7 8 1 n g / m l ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 3 . 1 1 . 2 ,  a n d  m i x e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  
b i o t i n y l a t e d  s c F v ,  a t  a  d i l u t i o n  o f  a p p r o x  1 1 2 5 0 .  S a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3 0  
m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t o  a l l o w  e q u i l i b r a t i o n  b e f o r e  t h e y  w e r e  a d d e d  t o  p l a t e s  
c o a t e d  w i t h  1 2 . 5 p g / m l  A F B 1 - B S A  a n d  b l o c k e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  l % ( w / v )  B S A .  
T o  d e m o n s t r a t e  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  a s s a y  b o t h  i n t r a -  a n d  i n t e r - v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  
w e r e  p e r f o r m e d .  I n t e r - d a y  a s s a y  C V ' s  e m p l o y i n g  t h e  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  s c F v  r a n g e d  
f r o m  2 . 0 8 %  t o  1 2 . 2 8 % ,  r e s p e c t i v e l y ,  i n d i c a t i n g  a d e q u a t e  r e p r o d u c i b i l i t y .  P e r c e n t a g e  
r e c o v e r y  v a l u e s  i n d i c a t e d  r e a s o n a b l e  a c c u r a c y ,  w i t h  m a j o r i t y  o f  v a l u e s  w i t h i n  f  1 0 % .  
C V ' s  a n d  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  v a l u e s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  4 . 8 .  
N o r m a l i s e d  a b s o r b a n c e  v a l u e s  ( A / A o )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g  o f  A F B l  
c o n c e n t r a t i o n  t o  g e n e r a t e  a  c a l i b r a t i o n  c u r v e s  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e .  
F i g u r e  4 . 4 4  s h o w s  t h e  i n t e r - d a y  c a l i b r a t i o n  c u r v e  e m p l o y i n g  t h e  b i o t i n y l a t e d  s c F v  
a n t i b o d y  f r a g m e n t ,  w h e r e  t h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  6  a n d  
3 9 1 n g l m l .  T h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  ( L O D )  w a s  d e t e r m i n e d  b y  s e l e c t i n g  t h e  m e a n  
n o r m a l i s e d  r e s p o n s e  m i n u s  t h r e e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  t h e  n e g a t i v e  s t a n d a r d  ( n o  
A F B 1 ) .  T h i s  v a l u e  w a s  f o u n d  t o  b e  3 . 4 n g l m l .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e  i n h i b i t i o n  E L I S A s  e m p l o y i n g  b o t h  t h e  s c F v  a n d  b i o t i n y l a t e d  s c F v  
w e r e  c o m p a r e d  i n  t e r m s  o f  s e n s i t i v i t y .  T h e  o v e r l a y  o f  t h e i r  r e s p e c t i v e  c a l i b r a t i o n  
c u r v e s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 4 5 .  A b s o r b a n c e  v a l u e s  w e r e  n o r m a l i s e d  b y  e x p r e s s i n g  
t h e m  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  B I B " .  T h e  b i o t i n y l a t e d  s c F v  d i s p l a y e d  a  g r e a t e r  r a n g e  o f  
l i n e a r  d e t e c t i o n  w h e n  c o m p a r e d  t o  i t s  n o n - b i o t i n y l a t e d  c o u n t e r p a r t .  T h e  d i f f e r e n c e s  i n  
d i r e c t  d e t e c t i o n  ( i . e .  t h r o u g h  u s e  o f  e x t r a v i d i n  p e r o x i d a s e )  a n d  i n d i r e c t  d e t e c t i o n  ( i . e .  
t h r o u g h  u s e  o f  a  s e c o n d a r y  a n t i b o d y ,  a n t i - h i s t i d i n e - H R P )  a r e  r e p r e s e n t e d  i n  t h e i r  
r e s p e c t i v e  a s s a y  c u r v e s  ( F i g u r e  4 . 4 5 ) .  T h e  a s s a y ,  w i t h  a n  I C s o  o f  3 l n g / m l ,  d i s p l a y e d  
s i m i l a r  a s s a y  s e n s i t i v i t y  w i t h  t h e  a s s a y  d e v e l o p e d  w i t h  t h e  n o n - b i o t i n y l a t e d  s c F v  ( 1 %  
o f  5 2 n g l m l ) .  
F i g  4 4 4  
I n r e r - d a y  c a l i b r a t i o n  a t r v e  f o r  i n h i k i t i o n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  of A F B ,  i n  
P B S  u s i n g  t h e  h i o t i n y l a t e d  s c F v  f r a g n f e r t s .  A F B I - B S A  w a s  c o a t ~ d  a t  c r  c o n c e n t r a ! i n n  o f  
. 1 2 . 5 p g / r n /  a n d  a n t i b o d y  a t  a  # f i n a l  d i l u t i o n  of 1 / 5 0 0  ~ 7 n s  u s e d .  B o u n d  a n t i b o d y  w a s  d e t e c t e d  
r r s i n g  a n  e . r t r a v i d i r t - p c r a x i d a s e  c o n j ~ q a t t  f o i l o w e d  h j l  a r l r i i l i o n  of a  T M B  ~ u h ~ t r a t e ~  D u t n w a s  
n o n n n l i s e d  I y  d i v i d i n g  t h e  m e o n  c r k . s o r h n c e  o b t a i ~ i e d  a t  ~ a c 3 1  A F B ,  c o n c e n l r r r t i o n  [ A ]  b y  t h e  
a b s o r b n n c e  v n l v e s  d e t t m t i n e d  h i  t h e  p r e s e n c e  of z e r o  t o . r i n  ( A o ) ,  A r o m ~ a l i s e d  o b , r o r b m r c e  
v a l u e s  ( M A o )  w e r e  p l o t f e d  a g a i n s t  t h e  I o g a r E t h r n  o f  S f i T a t o x j n  B I  c n n c e n r l ~ r i o n  t d s i n g  
B I A c v a l t r a ! i o n  4 , O . I  s o f i n r e  a n d  n  4 - p n m m e t e r  e y u s f i o n  F f f i d  I r ,  t h e  d d n .  A l l  a n t r l y . s e . r  u r r e  
p e & n n ~ d  i n  t  r i p l i c n t e  o n  t h r e e  s p p n l u  w  o c c a s l o n . ~ .  
T a b l e  4 . 8 .  I n t e r - d a y  a s s a y  c o e f l c i e n t  o f  v a r i a t i o n  ( C T V s )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B ,  e m p l o y i n g  
t h e  b i o t i n y l a t e d  s c F v  f r a g m e n t .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  a n a l y s e d  i n  t r i p l i c a t e  o v e r  t h r e e  d i r e r e n t  
d a y s  a n d  t h e  C V s  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D )  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  
o f  t h e  m e a n  v a l u e  f o r  e a c h  s t a n d a r d .  M e a s u r e d  ( i . e .  b a c k - c a l c u l a t e d  c o n c e n t r a t i o n s )  w e r e  
c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  f o u r - p a r a m e t e r  m o d e l  p r o d u c e d  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e  a n d  
t h e  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  e x p r e s s e d  a s  a  r a t i o  b e t w e e n  m e a s u r e d  a n d  a d d e d  c o n c e n t r a t i o n s .  
-  
C o n c e n t r a t i o n  S D  C V  B a c k  c a l c u l a t e d  R e c o v e r y  
c o n c e n t r a t i o n  
( % I  
( n g l m l )  
F i g m e  4 . 4 5 .  
i n h i b i t i o n  E L l S A  f o r  t h e  d e t e a i m  o f  AmI i n  P I 3 3  u s i n g  t h e  s c F v  a n d  
b i o f i ~ r y f f l t e d  S C F V  a n t i b o d y  f r ~ g n ~ c n s .  N o m m E i . s e d  a b s o r b a n c e  v a l u e s  ( q r e , r s e d  a s  % B / B d  
w e r e  p l o t t e d  a g n i n s ?  t h e  I o g f l r i ~ f i n t  o f A F B 1  c o n c e n r r a t i o n  u s i n g  R J A e ~ ~ u ! ~ ~ t i o n  4 . 0 .  I  s o f f w n r e  
a n d  a  4 - p a r n n t e b e r  c q l r a t i o n f i t f e d  t o  t h e  d n r a .  T h e  ICm  v a l u e , ^  f o r  # h e  s c F v  a n d  s c F v - B i o  w e r e  
f a r t n d  i n  b e  5 2 1 t g / t n l  a n d  3  1  n ~ / m l ,  m , r p e c t i v e  k y .  
4 . 3  D i s c u s s i o n  
I n  t h i s  c h a p t e r  t h e  l i b r a r y  c o n s t r u c t i o n  a n d  s e l e c t i o n  o f  p h a g e  d i s p l a y i n g - F a b  
a n t i b o d i e s  d e r i v e d  f r o m  a  p a r e n t  s c F v  i s  p r e s e n t e d .  T h e  p u r p o s e  o f  t h e  s t u d y  w a s  t o  
e x a m i n e  t h e  a d v a n t a g e s  o f  F a b  f r a g m e n t s  i n  t e r m s  o f  s t a b i l i t y ,  s e n s i t i v i t y  a n d  
s p e c i f i c i t y  o v e r  s m a l l e r  s c F v  f r a g m e n t s .  A  p r e v i o u s l y  g e n e r a t e d  m u r i n e  s c F v  s p e c i f i c  
f o r  AFE31 ( D u n n e  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  w a s  c o n v e r t e d  t o  a  c h i m e r i c  F a b  f o r m a t  b y  t h e  a d d i t i o n  
o f  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s  u s i n g  a  n u m b e r  o f  o v e r l a p  e x t e n s i o n  p o l y m e r a s e  c h a i n  
r e a c t i o n s  ( P C R s ) ,  a s  d e s c r i b e d  b y  B a r b a s  e t  a l .  ( 2 0 0 1 ) .  E l e c t r o p o r a t i o n  o f  E .  c o l i  
E R 2 7 3 8  c e l l s  w i t h  p C o m b 3 X  ( b e a r i n g  t h e  a n t i - A m 1  F a b  c o n s t r u c t s )  y i e l d e d  a  l i b r a r y  
s i z e  o f  6 . 3  x  1 0 '  c e l l s  t r a n s f o r m a n t s  a n d  f o l l o w i n g  t h r e e  r o u n d s  o f  p a n n i n g ,  t w o  
c l o n e s  ( D l 1  a n d  G 6 )  w e r e  i s o l a t e d .  T h e s e  c l o n e s  d i s p l a y e d  s p e c i f i c  h a p t e n - b i n d i n g  
a c t i v i t y  w h e n  a n a l y s e d  b y  E L I S A  a n d  t h e i r  r e s p e c t i v e  p l a s m i d s  w e r e  t h u s  t r a n s f o r m e d  
i n t o  E .  c o l i  T o p l O F '  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  t o  f a c i l i t a t e  s o l u b l e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  
a n t i b o d i e s  a n d  f u r t h e r  a n a l y s i s .  
S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  v a r i a b l e  r e g i o n s  r e v e a l e d  t h a t  b o t h  t h e  D l  1  F a b  a n d  p a r e n t  s c F v  
d i s p l a y e d  1 0 0 %  h o m o l o g y ,  a s  e x p e c t e d .  H o w e v e r ,  a  s i n g l e  p o i n t  m u t a t i o n  w a s  
i d e n t i f i e d  i n  t h e  C D R H 3  w h e n  c o m p a r i n g  t h e  G 6  F a b  v a r i a b l e  r e g i o n s  w i t h  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  s c F v  s e q u e n c e .  T h e r e f o r e ,  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  t h e  a m i n o  a c i d  
s u b s t i t u t i o n  w o u l d  r e s u l t  i n  v a r i e d  a n t i g e n  b i n d i n g  a b i l i t y ,  t h e  f u n c t i o n a l  
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  G 6  F a b  f r a g m e n t  w e r e  e x a m i n e d  ( i n  p a r a l l e l  w i t h  t h e  D l 1  F a b )  
b y  E L I S A  a n d  B i a c o r e  a n d  c o m p a r e d  t o  t h e  p a r e n t  s c F v .  
T h e  p r e s e n c e  o f  f u n c t i o n a l ,  a c c e s s i b l e  p e p t i d e  t a g s  ( ( H i s 6 )  a n d  H A )  a t  t h e  C - t e r m i n a l  
o f  t h e  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  w a s  c o n f i r m e d  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g .  F o l l o w i n g  S D S - P A G E  
a n a l y s i s ,  a  b a n d  a t  a p p r o x i m a t e l y  3 0 k D a  w a s  o b s e r v e d  f o r  t h e  s c F v  f r a g m e n t ,  w h i c h  
c o r r e s p o n d s  w i t h  t h e  s i z e  r e p o r t e d  b y  D u n n e  ( 2 0 0 4 ) .  S D S - P A G E  a n a l y s i s  o n  t h e  F a b  
f r a g m e n t s  r e v e a l e d  t w o  b a n d s  a t  a p p r o x i m a t e l y  2 5  t o  3 0 k D a  r e p r e s e n t i n g  t h e  h e a v y  
a n d  l i g h t  c h a i n s  o f  e a c h  F a b  f r a g m e n t  f o l l o w i n g  r e d u c t i o n  o f  t h e  d i s u l f i d e  b o n d s  w i t h  
P - m e r c a p t o e t h a n o l  p r i o r  t o  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  W h e n  S D S - P A G E  a n a l y s i s  w a s  
p e r f o r m e d  o n  t h e  n o n - r e d u c e d  ( i . e .  n o  a d d i t i o n  o f  P - m e r c a p t o e t h a n o l  i n  t h e  s a m p l e  
b u f f e r )  F a b  f r a g m e n t s ,  b a n d s  a t  a p p r o x  4 5 k D a  w e r e  o b s e r v e d .  T h i s  s i z e  c o r r e s p o n d s  
w i t h  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  F a b  f r a g m e n t s  r e p o r t e d  i n  p u b l i s h e d  r e s e a r c h  ( B e t t e r  e t  
a l . ,  1 9 8 8 ;  K r a m e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  R o t h l i s b e r g e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  T o w n s e n d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
T h e  u s e  o f  t h e  c h i m e r i c  s y s t e m  a l l o w s  a  c o m p r o m i s e  b e t w e e n  h i g h  e x p r e s s i o n  l e v e l s  
o f  h u m a n i s e d  a n t i b o d i e s  a n d  t h e  l o w  l e v e l s  o b s e r v e d  f o r  m u r i n e  s c F v  f r a g m e n t s ,  
w h i l e  a v o i d i n g  l o s s  o f  a n t i g e n  b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  t h e  v a r i a b l e  r e g i o n s .  T h e  p o t e n t i a l  
s t a b i l i t y  b e n e f i t s  o f  c o n v e r t i n g  a n  s c F v  t o  a  F a b  f o r m a t  a n d  b o t h  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  
a d d i t i o n a l  c o n s t a n t  r e g i o n s  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  i n t e r c h a i n  d i s u l p h i d e  b o n d  i n  t h e  
F a b  f r a g m e n t  w a s  p r e v i o u s l y  h i g h l i g h t e d  i n  p u b l i s h e d  r e s e a r c h .  T h e  p r e s e n c e  o f  
h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s  w a s  s h o w n  t o  i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n  y i e l d s  o f  r e s u l t i n g  F a b  
f r a g m e n t s  i n  E .  c o l i  e x p r e s s i o n  s y s t e m s  ( C a r t e r  e t  a l . ,  1 9 9 2 ;  U l r i c h  e t  a l . ,  1 9 9 5 )  a n d  i t  
w a s  s u g g e s t e d  t h a t  c h i m e r i c  F a b s  w i t h  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s  l e a d  t o  h i g h e r  
e x p r e s s i o n  i n  E .  c o l i  t h a n  m u r i n e  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  ( B a r b a s  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
R o t h l i s b e r g e r  e t  a l .  ( 2 0 0 5 )  f o u n d  t h a t  t h e  c o n s t a n t  r e g i o n s  a l l o w  s t a b i l i s a t i o n  o f  
v a r i a b l e  d o m a i n s  w i t h  w e a k  o r  m e d i u m  s t a b i l i t y .  H o w e v e r ,  i n  t h e  c a s e  o f  v e r y  s t a b l e  
v a r i a b l e  d o m a i n s ,  t h e  a d d i t i o n  o f  d i s u l p h i d e - l i n k e d  c o n s t a n t  d o m a i n s  y i e l d s  a  F a b  
f r a g m e n t  w i t h  s i m i l a r  s t a b i l i t y  t o  i t s  s c F v  c o u n t e r p a r t .  I n  t h i s  c h a p t e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  
a d d i t i o n a l  h u m a n  c o n s t a n t  r e g i o n s  o n  t h e  b a c t e r i a l  e x p r e s s i o n  o f  m u r i n e  
i m m u n o g l o b u l i n  v a r i a b l e  d o m a i n s  w a s  a s s e s s e d .  T h e  y i e l d s  o f  b o t h  s c F v  a n d  F a b  
f r a g m e n t s  w e r e  f o u n d  t o  b e  e q u i v a l e n t  a f t e r  o p t i m i s a t i o n  o f  e x p r e s s i o n  c o n d i t i o n s  f o r  
b o t h  a n t i b o d y  c o n s t r u c t s  a n d  m i l l i g r a m  q u a n t i t i e s  o f  f u n c t i o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  
p r o d u c e d  i n  s t a n d a r d  l a b  s h a k e - f l a s k  c u l t u r e s .  T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  d i f f e r e n t  
c o n s t r u c t s  r e q u i r e  d i f f e r e n t  e x p r e s s i o n  c o n d i t i o n s  ( i . e .  d i f f e r e n t  e x p r e s s i o n  m e d i a ,  
e x p r e s s i o n  t e m p e r a t u r e  a n d  l e n g t h  o f  t i m e  f o l l o w i n g  i n d u c t i o n )  a n d  c o n d i t i o n s  m u s t  
b e  o p t i m i s e d  a c c o r d i n g l y .  
F o l l o w i n g  s u c c e s s f u l  e x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  a n t i - A F B 1  a n t i b o d y  f r a g m e n t s ,  
t h e y  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s e v e r a l  i m m u n o a s s a y  f o r m a t s ,  i n c l u d i n g  
E L I S A  a n d  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y s .  T h e i r  a s s a y  p e r f o r m a n c e  w a s  i n v e s t i g a t e d  a n d  
c o m p a r e d  t o  t h e  p a r e n t  s c F v  i n  t e r m s  o f  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y .  
E L I S A  c o n d i t i o n s  w e r e  o p t i m i s e d  t o  o f f e r  m a x i m u m  a s s a y  s e n s i t i v i t y .  T h e  D l 1  F a b  
a n t i b o d y  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  o f  6  t o  3 9 1 n g l m l  ( I C s o  v a l u e  o f  
4 3 n g l m l )  a n d  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  4 . l n g l m l  f o r  A F B 1 .  W h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  p a r e n t  
s c F v ,  t h e  D l  1  d i s p l a y e d  s i m i l a r  s e n s i t i v i t y  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  
T h e  s c F v  e x h i b i t e d  a  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  o f  1 2  t o  7 8 1 n g l m l  ( I C s o  o f  5 2 n g l m l )  f o r  
A m 1 .  H o w e v e r ,  t h e  G 6  F a b  d e m o n s t r a t e d  a  3  t o  3 . 5 - f o l d  i n c r e a s e  i n  a s s a y  s e n s i t i v i t y  
w h e n  c o m p a r e d  t o  b o t h  t h e  D l 1  F a b  a n d  s c F v ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  G 6  F a b  a n t i b o d y  
f r a g m e n t  d i s p l a y e d  a  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  b e t w e e n  0 . 7 6  a n d  3 9 1 n g l m l  ( I C 5 o  v a l u e  o f  
1 4 . 8 n g l m l )  f o r  A F B I  w i t h  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  1 . 3 n g l m l  f o r  A F B l .  A l l  E L I S A - b a s e d  
a s s a y s  p r o v e d  t o  b e  r e a s o n a b l y  a c c u r a t e  w i t h  t h e  m a j o r i t y  o f  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  
v a l u e s  w i t h i n  * l o % .  A s s a y  v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  a l s o  d e m o n s t r a t e d  a c c e p t a b l e  
r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  F a b - b a s e d  E L I S A s .  I n t e r - a s s a y  C V ' s  r a n g e d  f r o m  0 . 6 3  t o  8 . 2 5 %  
a n d  2 . 6 2  t o  5 . 5 8 % ,  f o r  t h e  G 6  a n d  D l 1  F a b  f r a g m e n t s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  r e s u l t s ,  i n  
t e r m s  o f  a s s a y  p r e c i s i o n ,  w e r e  f o u n d  t o  b e  c o m p a r a b l e  t o  t h e  E L I S A  e m p l o y i n g  t h e  
A m 1 - s p e c i f i c  s c F v  d e v e l o p e d  b y  D u n n e  ( 2 0 0 4 ) .  T h e  a u t h o r  r e p o r t e d  E L I S A  i n t e r -  
a s s a y  C V s  o f  b e l o w  1 1 . 3 5 %  f o r  t h e  s c F v  f r a g m e n t .  H o w e v e r ,  i n  t h i s  s h ~ d y  t h e  s c F v  
w a s  f o u n d  t o  b e  m o r e  s e n s i t i v e  i n  a n  E L I S A  f o r m a t  t h a n  t h a t  r e p o r t e d  b y  D u n n e  
( 2 0 0 4 ) .  T h e  a u t h o r  r e p o r t e d  a  s i m i l a r  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  ( 1 2 - 7 8 1 n g / m l  f o r  A F B 1 )  f o r  
t h e  s c F v - b a s e d  E L I S A .  H o w e v e r ,  a n  I C s o  o f  1 5 0 n g l m l  w a s  d e t e r m i n e d  f o r  A F B l  i n  
t h e  s c F v - b a s e d  E L I S A ,  r e p r e s e n t i n g  a  3 - f o l d  d e c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  o b s e r v e d  i n  t h i s  
s t u d y  ( I C s o  o f  5 2 n g l m l ) .  T h i s  i n c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  w a s  p o s s i b l y  d u e  t o  u s e  o f  
p u r i f i e d  a n t i b o d y  ( o v e r  a  c r u d e  l y s a t e  p r e p a r a t i o n  u s e d  b y  D u n n e  ( 2 0 0 4 ) )  a n d  t h e  u s e  
o f  a  d i f f e r e n t  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  ( i . e .  a n t i - h i s - H R P  a s  o p p o s e d  t o  a  m o u s e  a n t i - F L A G  
a n t i b o d y  w h i c h  r e q u i r e d  a  t e r t i a r y  H R P - l a b e l l e d  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y  f o r  d e t e c t i o n ) .  
C o m p a r i s o n  o f  c r o s s - r e a c t i v i t i e s  w i t h  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  a f l a t o x i n s  r e v e a l e d  t h a t  b o t h  
t h e  D l  1  F a b  a n d  p a r e n t  s c F v  e x h i b i t e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  
f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  s c F v  w e r e  r e t a i n e d  i n  t h e  F a b  c o n s t r u c t .  C r o s s -  
r e a c t i v i t y  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  G 6  F a b  f r a g m e n t  r e v e a l e d  t h e  a n t i b o d y  o f f e r e d  
g r e a t e r  s p e c i f i c i t y  t o w a r d s  B 1 ,  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  D l 1  F a b  a n d  s c F v .  T h e  G 6  
a n t i b o d y  d i s p l a y e d  l o w e r  l e v e l s  o f  c r o s s - r e a c t i v i t y  t o w a r d s  B Z  a n d  G z ,  w i t h  %  C R s o  o f  
1 . 9  a n d  0 . 9 3 ,  r e s p e c t i v e l y .  A  h i g h e r  l e v e l  o f  c r o s s - r e a c t i v i t y  a g a i n s t  a f l a t o x i n  G I  
( 1 4 . 8 % )  a n d  m i n i m a l  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  a f l a t o x i n  M I  ( < 0 . 0 1 % )  w a s  o b s e r v e d .  
T h e  F a b  f r a g m e n t s  w e r e  a l s o  a p p l i e d  t o  t h e  I 3 i a c o r e T M  3 0 0 0  i n s t r u m e n t  f o r  
d e v e l o p m e n t  o f  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B I .  P r o b l e m s ,  s u c h  a s  r e g e n e r a t i o n ,  
h a v e  b e e n  e n c o u n t e r e d  w i t h  t h e  u s e  o f  h a p t e n - p r o t e i n  i m m o b i l i s e d  s e n s o r  s u r f a c e s  
( D a l y  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  a n d  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  h a p t e n  s u r f a c e s  h a v e  o f t e n  r e s u l t e d  i n  
i n c r e a s e d  a s s a y  s e n s i t i v i t y  a n d  r e d u c t i o n  o f  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  ( D a r m a n i n  
S h e e h a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e r e f o r e ,  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  d e v e l o p m e n t  w a s  
p e r f o r m e d  o n  a  C M 5  c h i p  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  w i t h  a n  A F B l  d e r i v a t i v e  ( k i n d l y  
d o n a t e d  b y  X e n o s e n s e  L t d . ,  B e l f a s t ) .  A l l  a n t i - A F B 1  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  d i s p l a y e d  
n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  ( N S B )  t o  t h e  C M  d e x t r a n  s u r f a c e ,  e l i m i n a t i n g  t h e  n e e d  f o r  p r e -  
i n c u b a t i o n  s t e p s  w i t h  C M  d e x t r a n  s a l t .  T h e  i m m o b i l i s e d  s u r f a c e  w a s  a l s o  f o u n d  t o  b e  
q u i t e  s t a b l e  f a c i l i t a t i n g  f i f t y  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s  t o  b e  p e r f o r m e d  b e f o r e  a  
d e c r e a s e  o f  8 %  a n d  1 2 %  i n  b i n d i n g  c a p a c i t y  f o r  t h e  G 6  a n d  D l 1  F a b  a n t i b o d i e s ,  
r e s p e c t i v e l y ,  w a s  o b s e r v e d .  I t  a l s o  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  a l l  B i a c o r e  a s s a y  d e v e l o p m e n t  
w a s  p e r f o r m e d  o n  a  s i n g l e  c h i p ,  w h i c h  a l l o w e d  f o r  o v e r  6 0 0  r e g e n e r a t i o n s  t o  b e  
s u c c e s s f u l l y  c a r r i e d  o u t  o n  e a c h  f l o w  c e l l  w i t h o u t  s i g n i f i c a n t  l o s s  o f  b i n d i n g  a c t i v i t y ,  
m a k i n g  i t  s u i t a b l e  s u r f a c e  f o r  h i g h  t h r o u g h p u t  s a m p l e  a n a l y s i s .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e  i n h i b i t i o n  B i a c o r e  a s s a y s  e m p l o y i n g  t h e  G 6  a n d  D l  1  F a b  a n t i b o d y  
f r a g m e n t s  w e r e  c o m p a r e d  t o  t h e  p a r e n t  s c F v  i n  t e r m s  o f  a s s a y  s e n s i t i v i t y .  T h e  a s s a y  
e m p l o y i n g  t h e  G 6  F a b  a n t i b o d y  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  b e t w e e n  0 . 0 9 5  
a n d  2 4 . 4 n g l m l  ( I C 5 o  v a l u e  o f  2 . 2 n g l m l )  a n d  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  0 . 1 2 n g l m l  f o r  
A m l .  T h e  D l 1  F a b  f r a g m e n t  w i t h  a  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  o f  0 . 1 9  t o  4 8 . 8 n g l m l  ( I C s o  
v a l u e  o f  1 . 6 n g l m l )  a n d  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  d e t e m i n e d  a s  0 . 2 9 n g l m l  f o r  A m 1 .  T h e  s c F v  
d i s p l a y e d  s i m i l a r  s e n s i t i v i t y  v a l u e  o f  2 . 4 n g l m l )  t o  b o t h  F a b  f r a g m e n t s  w i t h i n  
e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  T h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  f o r  t h e  s c F v  w a s  f o u n d  t o  b e  0 . 3 8 -  
2 4 . 4 n g l m l .  A  s i m i l a r  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  ( 0 . 3 7 5  t o  1 2 n g l m l )  f o r  t h e  s c F v  w a s  r e p o r t e d  
b y  D u n n e  e t  a l .  ( 2 0 0 5 ) .  A l t h o u g h  n o  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  w e r e  o b s e r v e d  w i t h  t h e  
B i a c o r e - b a s e d  F a b  a s s a y s  c o m p a r a t i v e  t o  t h e  s c F v ,  t h e  a s s a y  e m p l o y i n g  t h e  G 6  F a b  
p r o v e d  m o r e  r e p r o d u c i b l e  w i t h  i n t e r - d a y  a s s a y  C V ' s  b e l o w  3 . 5 % .  I n t e r - a s s a y  C V ' s  
f o r  t h e  D l  1  F a b - b a s e d  a s s a y  w e r e  f o u n d  t o  b e  u p  t o  8 . 9 6 % .  
F i n a l l y ,  t h e  a d v a n t a g e s  o f  a n  i n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  s t r a t e g y  w e r e  h i g h l i g h t e d .  T h e  t h r e e  
a n t i b o d y  f r a g m e n t s  w e r e  s u b c l o n e d  i n t o  t h e  p A K 4 0 0 B i o  v e c t o r  f o r  t h e  s u b s e q u e n t  
e x p r e s s i o n  o f  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  a n t i b o d i e s  i n  E .  c o l i  A V B  1 0 0  c e l l s  ( A v i d i t y  I n c . ) .  
T h i s  s y s t e m  a l l o w s  t h e  c o e x p r e s s i o n  o f  t h e  t a r g e t  a n t i b o d y  l i n k e d  t o  a  1 7 - a m i n o  a c i d  
C - t e r m i n a l  b i o t i n  a c c e p t o r  d o m a i n ,  a n d  t h e  e n z y m e  b i o t i n  h o l o e n z y m e  s y n t h e s a s e ,  
B i r A .  T h e  l y s i n e  r e s i d u e  i n  t h e  b i o t i n  r e c e p t o r  d o m a i n  i s  s i t e - s p e c i f i c a l l y  b i o t i n y l a t e d  
d u r i n g  e x p r e s s i o n  i n  E .  c o l i  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  f r e e  b i o t i n  t h r o u g h  a  r e a c t i o n  c a t a l y s e d  
b y  t h e  b i o t i n y l a t i n g  e n z y m e  ( B i r A ) .  T h e  t e c h n i q u e  a l l o w s  e a c h  a n t i b o d y  f r a g m e n t  t o  
b e  l a b e l l e d  w i t h  o n l y  o n e  b i o t i n  m o l e c u l e  d i s t a l  o f  t h e  a n t i g e n - b i n d i n g  s i t e .  T h e  
m e t h o d  i s  a d v a n t a g e o u s  o v e r  r a n d o m  b i o t i n y l a t i o n  b y  c o n v e n t i o n a l  i n  v i t r o  c h e m i c a l  
m e a n s ,  w h i c h  c a n  l e a d  t o  t h e  o b s t r u c t i o n  o f  t h e  a n t i g e n - b i n d i n g  s i t e .  T h e  s c F v  w a s  
s u c c e s s f u l l y  b i o t i n y l a t e d  i n  v i v o  d u r i n g  e x p r e s s i o n  a n d  a p p l i e d  t o  a n  E L I S A  f o r m a t  t o  
a s s e s s  w h e t h e r  b i o t i n y l a t i o n  h a d  a n y  a d v e r s e  a f f e c t s  o n  a s s a y  p e r f o r m a n c e .  T h e  a s s a y  
e m p l o y i n g  t h e  b i o t i n y l a t e d  s c F v  e n a b l e d  a s s a y  s e n s i t i v i t y  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  i t s  
-  n o n - b i o t i n y l a t e d  c o u n t e r p a r t .  T h e  b i o t i n y l a t e d  s c F v - b a s e d  a s s a y  a l s o  e x h i b i t e d  g r e a t e r  
l i n e a r i t y  i n  r e s p o n s e .  T h e  a s s a y  d e m o n s t r a t e d  a l m o s t  a  t w o - f o l d  i n c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  
c o m p a r e d  t o  t h e  a s s a y  d e v e l o p e d  e m p l o y i n g  a n  a n t i - h i s t i d i n e  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  a n d  
f a c i l i t a t e d  d i r e c t  d e t e c t i o n  w i t h  a n  e x t r a v i d i n  c o n j u g a t e ,  w i t h  a  r e d u c t i o n  a s s a y  t i m e  
a n d  c o s t .  I t  c o u l d  a l s o  a l l o w  f o r  f u t u r e  d e t e c t i o n  w i t h  o t h e r  h i g h l y  s e n s i t i v e  
e x t r a v i d i n t s t r e p t a v i d i n  l a b e l s  ( e . g .  f l u o r o p h o r e s ,  n a n o - p a r t i c l e s  e t c . ) ,  w h i c h  c o u l d  
p o s s i b l y  l e a d  t o  f u r t h e r  i n c r e a s e s  i n  a s s a y  s e n s i t i v i t y .  
T h i s  b i o t i n y l a t e d  s c F v  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  b e  v e r y  u s e f u l  i n  o t h e r  a p p l i c a t i o n s  ( e . g .  
a r r a y s  a n d  l a t e r a l - f l o w  i r n m u n o a s s a y s )  a s  t h e  b i o t i n  t a g  c o u l d  f a c i l i t a t e  
i m m o b i l i s a t i o n  o n  a v i d i n  s u r f a c e s  i n  a n  o r i e n t a t e d  m a n n e r .  I m m o b i l i s a t i o n  o f  
a n t i b o d i e s  o n t o  c h i p  s u r f a c e s  i s  o n e  o f  t h e  m a j o r  c h a l l e n g e s  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
a n t i b o d y  m i c r o a r r a y s .  N o n - s p e c i f i c  a d s o r p t i o n  o r  c o v a l e n t  c o u p l i n g  o f  a n t i b o d i e s  o n t o  
s o l i d  s u p p o r t s  c a n  l e a d  t o  d e n a t u r a t i o n  a n d  h e n c e ,  l o s s  o f  f u n c t i o n a l i t y .  T h e  
p r o d u c t i o n  o f  b i o t i n y l a t e d  F a b  f r a g m e n t s  w a s  u n s u c c e s s f u l .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  f u r t h e r  
o p t i m i s a t i o n  o f  c o n d i t i o n s  f o r  c o e x p r e s s i o n  o f  t h e  B i r A  e n z y m e  a n d  t h e  F a b  
f r a g m e n t s  i n  t h e  E .  c o l i  s t r a i n  A V B  1 0 0  i s  r e q u i r e d .  S u c c e s s f u l  b i o t i n y l a t i o n  o f  o n l y  3 -  
1 5 %  o f  t h e  t o t a l  F a b  p r o d u c t s  e x p r e s s e d  i n  E .  c o l i  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b y  W e i s s  e t  a l .  
( 1 9 9 4 ) ,  i n d i c a t i n g  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  o p t i m i s a t i o n  o f  e x p r e s s i o n  c o n d i t i o n s  f o r  
s a t i s f a c t o r y  y i e l d s .  T h e  o t h e r  p o s s i b i l i t y  t h a t  f r a g m e n t s  w e r e  n o t  d e t e c t e d  w i t h  t h e  
e x t r a v i d i n  c o n j u g a t e  i s  t h a t  t h e  b i o t i n  t a g  w a s  n o t  a c c e s s i b l e  f o l l o w i n g  f o l d i n g  o f  t h e  
F a b  c o n s t r u c t .  T h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  a  f l e x i b l e  l i n k e r  ( i . e .  ( G l y 4 S e r ) 4 )  a t  t h e  j u n c t i o n  o f  
t h e  F a b  s e q u e n c e  a n d  t h e  b i o t i n  t a g  c o u l d  o v e r c o m e  t h i s  p r o b l e m .  
I n  s u r n m a l y ,  i n  t e r m s  o f  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y ,  t h e  D l 1  F a b  f r a g m e n t  a n d  s c F v  
y i e l d e d  t h e  s i m i l a r  r e s u l t s  w i t h i n  e x p e r i m e n t a l  e r r o r  i n  a n  E L I S A - b a s e d  a s s a y .  T h e  
m u t a n t  G 6  F a b  f r a g m e n t  d i s p l a y e d  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  ( - 3 . 5  f o l d )  i n  E L I S A  
s e n s i t i v i t y  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  p a r e n t  s c F v  a n d  r e d u c e d  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  A F B z  
a n d  A F G 2  m o l e c u l e s .  W h e n  t h e  t h r e e  a n t i b o d i e s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  
B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y ,  s i m i l a r  s e n s i t i v i t i e s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  e a c h  a n t i b o d y .  
H o w e v e r ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  S P R - b a s e d  b i o s e n s o r  e n a b l e d  a  2 2  t o  2 7 - f o l d  
i n c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  o v e r  t h e  E L I S A  a s s a y  e m p l o y i n g  t h e  D l 1  F a b  a n d  s c F v  
f r a g m e n t s ,  r e s p e c t i v e l y .  A  7 - f o l d  i n c r e a s e  i n  a s s a y  s e n s i t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  f o r  t h e  G 6  
F a b - b a s e d  B i a c o r e  a s s a y  o v e r  t h e  E L I S A .  T h e s e  r e s u l t s  h i g h l i g h t  t h e  a d v a n t a g e s  o f  
t h e  u s e  o f  t h e  S P R - b a s e d  b i o s e n s o r  o v e r  t h e  c o n v e n t i o n a l  E L I S A  a s s a y .  I n  t e r m s  o f  
s t a b i l i t y ,  t h e  F a b  f r a g m e n t s  w e r e  f o u n d  t o  b e  m o r e  s t a b l e  t h a n  t h e  s c F v .  O v e r  t h e  
c o u r s e  o f  e x p e r i m e n t a l  a n a l y s i s  t h e  F a b  f r a g m e n t s  c o u l d  b e  s t o r e d  a t  4OC f o r  l o n g e r  
p e r i o d s  o f  t i m e  t h a n  t h e  s c F v  w i t h  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t s  o n  b i n d i n g  a c t i v i t y  o b s e r v e d .  
S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  a l s o  o b s e r v e d  b y  K r a m e r  e t  a l .  ( 2 0 0 2 ) .  
F i n a l l y ,  t h e  G 6  F a b  f r a g m e n t  w o u l d  p r o v e  u s e f u l  i n  a  r a n g e  o f  f u t u r e  a p p l i c a t i o n s .  
T h e  a n t i b o d y  e n a b l e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  a c c u r a t e  a n d  h i g h l y  r e p r o d u c i b l e  B i a c o r e  
i n h i b i t i o n  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  A F B 1 .  C r o s s - r e a c t i v i t y  s t u d i e s  a l s o  i n d i c a t e d  t h e  
G 6  F a b  h a d  a  h i g h  l e v e l  o f  s p e c i f i c i t y  f o r  A m I .  I t  a l s o  p r o v i d e d  e x c e l l e n t  s e n s i t i v i t y  
( L O D  =  1 1 7 p g l m l  f o r  A F B , )  a n d  c o u l d  d e t e c t  A F B l  i n  b u f f e r  b e l o w  t h e  c u r r e n t  E U  
m a x i m u m  l i m i t s  ( w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  l i m i t s  s e t  f o r  i n f a n t s  a t  0 .  l n g l m l ) .  T h i s  a s s a y  
s e n s i t i v i t y  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y  w i t h  t h e  p u b l i s h e d  l i t e r a t u r e .  O t h e r  i r n m u n o a s s a y s  
i n c l u d i n g  a n  E L I S A  f o r m a t  d e v e l o p e d  b y  C a n d l i s h  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  a n d  a  d i p s t i c k  a s s a y  
d e v e l o p e d  b y  A l d a o  e t  a l .  ( 1 9 9 5 )  r e p o r t e d  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 n g l m l  a n d  0 . 2 5 n g l g  
f o r  A F B l .  T h e  s e n s i t i v i t y  a l s o  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y  w i t h  o t h e r  B i a c o r e  a s s a y s  
d e v e l o p e d .  D a l y  e t  a l .  ( 2 0 0 2 )  r e p o r t e d  a  B i a c o r e  a s s a y  w i t h  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  a t  3  
a n d  0 . 7 5 n g l m l  f o r  A F B l  i n  s p i k e d  P B S  a n d  g r a i n ,  r e s p e c t i v e l y .  V a n  d e r  G a a g  e t  a l .  
( 2 0 0 3 )  e m p l o y e d  a  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  i n  a  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  w a s  r e p o r t e d  t o  
h a v e  a  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  0 . 2 n g l g  f o r  A F B l  i n  s p i k e d  g r a i n  s a m p l e s .  T h e  r e c o m b i n a n t  
G 6  F a b  a n t i b o d y  c o u l d  a l s o  b e  f u r t h e r  e n g i n e e r e d  t o  i m p r o v e  s e n s i t i v i t y  a n d  t o  
g e n e r a t e  f u t u r e  n o v e l  f u n c t i o n a l i t i e s .  
C h a p t e r  5  
D e v e l o p m e n t  o f  b i o s e n s o r - b a s e d  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
a m p i c i l l i n  i n  m i l k  
5 . 1  I n t r o d u c t i o n  
5 . 1 . 1  T h e  b e t a - l a c t a m  a n t i b i o t i c s  
T h e  a n t i b a c t e r i a l  e f f e c t  o f  p e n i c i l l i n s  w a s  f i r s t  d i s c o v e r e d  i n  1 9 2 8  b y  A l e x a n d e r  
F l e m i n g .  T h e  o r i g i n a l  n a t u r a l  p e n i c i l l i n s  o b t a i n e d  f r o m  P e n i c i l l i u m  n o t a t u m  o r  t h e  
c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c i e s  P .  c h r y s o g e n u m  w e r e  p r o d u c e d  b y  f e r m e n t a t i o n ,  a n d  w e r e  
o f t e n  m i x t u r e s  o f  v a r i o u s  p - l a c t a m s  s u c h  a s  p e n i c i l l i n s  G  a n d  V .  T h e s e  p e n i c i l l i n s  
w e r e  o n l y  a c t i v e  a g a i n s t  G r a m - p o s i t i v e  b a c t e r i a  a n d  n o t  a g a i n s t  G r a m - n e g a t i v e  
s p e c i e s .  H o w e v e r ,  i t  w a s  l a t e r  d i s c o v e r e d  t h a t  t h e  n a t u r a l  p e n i c i l l i n s  c o u l d  b e  
m o d i f i e d  c h e m i c a l l y  b y  r e m o v i n g  t h e  a c y l  g r o u p  t o  l e a v e  6 - a m i n o p e n i c i l l a n i c  a c i d  ( 6 -  
A P A ) .  W i t h  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  6 - A P A ,  h u n d r e d s  o f  s y n t h e t i c  a n d  s e m i - s y n t h e t i c  
p e n i c i l l i n s  h a v e  b e e n  c r e a t e d .  T h e s e  a n t i b i o t i c s  o f f e r  a  n u m b e r  o f  a d v a n t a g e s ,  
i n c l u d i n g  r e s i s t a n c e  t o  d e g r a d a t i o n  b y  s t o m a c h  a c i d s  s o  c a n  b e  t a k e n  o r a l l y  a n d  a n  
e x t e n d e d  r a n g e  o f  a c t i v i t y  a g a i n s t  s o m e  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a .  
T h e  0 - l a c t a m  g r o u p  c o m p r i s e s  o f  t h e  p e n i c i l l i n ,  c e p h a l o s p o r i n ,  p e n e m ,  c a r b a p e n e m  
a n d  m o n o b a c t a m  a n t i b i o t i c s .  T h e  g r o u p  s h a r e  a  f o u r - m e m b e r e d  r i n g ,  w h i c h  m a k e s  t h e  
m o l e c u l e  t h e r m o d y n a m i c a l l y  u n s t a b l e ,  a n d  i s  e a s i l y  h y d r o l y s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
a c i d .  I n  a d d i t i o n  t o  c h e m i c a l  m e a n s  o f  d e g r a d a t i o n ,  m a n y  b a c t e r i a  p r o d u c e  a  g r o u p  o f  
e n z y m e s ,  k n o w n  a s  p e n i c i l l i n a s e s  t h a t  a r e  d e s i g n e d  t o  d e g r a d e  a n d  i n a c t i v a t e  0 - l a c t a m  
a n t i b i o t i c s .  F i g u r e  5 . 1  i l l u s t r a t e s  t h e  c h e m i c a l  a n d  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  o f  p e n i c i l l i n s .  
O p e n i n g  o f  t h e  p - l a c t a m  r i n g  b y  e n z y m a t i c  o r  b a s i c  h y d r o l y s i s  p r o d u c e s  a n  i n a c t i v e  
p e n i c i l l o i c  a c i d ,  w h e r e a s  a c i d  h y d r o l y s i s  r e s u l t s  i n  t h e  i n a c t i v e  d e r i v a t i v e ,  p e n i c i l l e n i c  
a c i d  ( G a u d i n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
5 . 1 . 2  M e c h a n i s m  o f  a n t i m i c r o b i a l  a c t i v i t y  
B e t a - l a c t a m  a n t i b i o t i c s  e x h i b i t  t h e i r  a n t i b a c t e r i a l  e f f e c t  b y  b i n d i n g  t o  a n d  i n a c t i v a t i n g  
m e m b r a n e  b o u n d  e n z y m e s ,  r e f e r r e d  t o  a s  p e n i c i l l i n  b i n d i n g  p r o t e i n s  ( P B P s )  
( C a c c i a t o r e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h e  c e l l  w a l l  o f  G r a m - p o s i t i v e  b a c t e r i a  c o n s i s t s  o f  
p e p t i d o g l y c a n s ,  a  n e t w o r k  o f  N - a c e t y l m u r a m y l  a n d  N - a c e t y l g l u s o s a r n i n y l  r e s i d u e s  
t h a t  a r e  c r o s s - l i n k e d  b y  s h o r t  p e p t i d e s .  T h e  t r a n s p e p t i d a s e  e n z y m e s  ( P B P s )  a r e  
i n v o l v e d  i n  t h e  c r o s s - l i n k i n g  o f  t h e  s m a l l  p e p t i d e  c h a i n s  i n  t h e  p e p t i d o g l y c a n  c e l l  w a l l  
l a y e r  o f  g r o w i n g  b a c t e r i a l  c e l l s  ( P a r k  a n d  S t r o m i n g e r ,  1 9 5 7 ) .  p - l a c t a m s  b i n d  t o  t h e s e  
e n z y m e s ,  i n h i b i t i n g  b a c t e r i a l  w a l l  s y n t h e s i s  a n d  t h u s ,  c a u s e  s t r u c t u r a l  w e a k n e s s  o f  t h e  
c e l l  w a l l  a n d  u l t i m a t e l y  c e l l  d e a t h  ( M i l l e r ,  2 0 0 2 ) .  
P e n i c i l l i n  
P e n i c i l l e n i c  a c i d  P e n i c i l l o i c  a c i d  
F i g u r e  5 . 1 .  C h e m i c a l  a n d  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  o f  p e n i c i l l i n s .  O p e n i n g  o f  t h e  p - l a c t a m  r i n g  
b y  e n z y m a t i c  o r  b a s i c  h y d r o l y s i s  p r o d u c e s  a n  i n a c t i v e  p e n i c i l l o i c  a c i d ,  w h i l e  a c i d  h y d r o l y s i s  
r e s u l t s  i n  t h e  i n a c t i v e  d e r i v a t i v e ,  p e n i c i l l e n i c  a c i d  ( a d a p t e d  f r o m  G a u d i n  e t . ,  2 0 0 1 ) .  
5 . 1 . 3  P r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  i n  m i l k  
B e t a - l a c t a m  a n t i b i o t i c s  a r e  t h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  a n t i m i c r o b i a l s  f o r  t h e  t r e a t m e n t  
o f  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s  i n  d a i r y  c o w s ,  s u c h  a s  m a s t i t i s ,  a n d  t h u s ,  a r e  t h e  m o s t  c o m m o n  
a n t i m i c r o b i a l  r e s i d u e  f o u n d  i n  m i l k  ( S e t f o r d  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  
r e s i d u e s  i n  m i l k  c a n  r e s u l t  f r o m  o v e r u s e  o r  t h e  l a c k  o f  s u f f i c i e n t  w i t h d r a w a l - t i m e  
e l a p s i n g  f o l l o w i n g  a d m i n i s t r a t i o n .  A n t i b i o t i c  c o n t a m i n a t i o n  i n  m i l k  o r  m i l k  p r o d u c t s  
c a n  p o s e  s e r i o u s  e c o n o m i c a l ,  e n v i r o n m e n t a l  a n d  h e a l t h  p r o b l e m s .  M i l k  a n d  i t s  
a s s o c i a t e d  f o o d  p r o d u c t s  a r e  o f  c r i t i c a l  i m p o r t a n c e  t o  I r i s h  i n d u s t r y  g e n e r a t i n g  i n  
e x c e s s  o f  € 2 . 5  b i l l i o n  i n  e x p o r t s  e v e r y  y e a r .  T h u s ,  c o n t a m i n a t i o n  c a n  c a u s e  m a j o r  
e c o n o m i c  l o s s e s  f o r  f o o d  p r o d u c e r s ,  p r o c e s s o r s  a n d  i n d u s t r i e s  i f  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  
m i l k  r e q u i r e  d i s p o s a l .  T h e  p r e s e n c e  o f  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  c a n  a l s o  c a u s e  d e l a y s  i n  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  f e r m e n t e d  m i l k  p r o d u c t s ,  b y  i n h i b i t i n g  s t a r t e r  c u l t u r e s ,  a n d  f l a v o u r s  
m a y  a l s o  b e  a f f e c t e d .  F i n a l l y ,  t h e r e  m a y  b e  m a j o r  i m p l i c a t i o n s  f o r  c o n s u m e r s '  h e a l t h ,  
i n c l u d i n g  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r e s i s t a n t  s t r a i n s  o f  m i c r o o r g a n i s m s  a n d  a l l e r g i c  
r e a c t i o n s .  T o  e n s u r e  t h a t  f o o d  o f  a n i m a l  o r i g i n  i s  f r e e  f r o m  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s ,  t h e  E U  
h a s  s e t  m a x i m u m  r e s i d u e s  l i m i t s  ( M R L s )  f o r  e a c h  o f  t h e s e  v e t e r i n a r y  d r u g s ,  w h e r e  
M R L  i s  d e f i n e d  a s  " t h e  m a x i m u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  r e s i d u e s  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  u s e  o f  
a  v e t e r i n a r y  m e d i c i n a l  p r o d u c t ,  w h i c h  m a y  b e  l e g a l l y  p e r m i t t e d  o r  r e c o g n i s e d  a s  
a c c e p t a b l e  o n  o r  o n  a  f o o d "  ( F S A I ,  2 0 0 2 ) .  T h e  M R L s  f o r  s o m e  o f  t h e  p e n i c i l l i n s  a r e  
o u t l i n e d  i n  T a b l e  I  ( 2 3 7 7 / 9 0 / E C ) .  
T h e r e f o r e ,  t o  c o m p l y  w i t h  E U  c o u n c i l  r e g u l a t i o n s  a n d  e n s u r e  t h e  q u a l i t y  o f  m i l k  a n d  
m i l k  p r o d u c t s ,  a  s e n s i t i v e ,  r a p i d ,  s p e c i f i c  a s s a y  c a p a b l e  o f  d e t e c t i n g  a n t i b i o t i c  
r e s i d u e s  i n  d i v e r s e  s a m p l e  m a t r i c e s  i s  e s s e n t i a l .  
T a b l e  5 . 1 .  T h e  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  o f  s o m e  o f  t h e  p e n i c i l l i n  a n t i b i o t i c s  a n d  t h e i r  r e l e v a n t  E U  
m a x i m u m  r e s i d u e  l i m i t s  ( 2 3 7 7 / 9 0 / E C ) .  P e n i c i l l i n s  s h a r e  a  c o m m o n  6 - A P A  s t r u c t u r e ,  
c o n s i s t i n g  o f  a  p - l a c t a m  r i n g  c o u p l e d  t o  a f i v e - m e m b e r e d  t h i a z o l i d i n e  r i n g .  V a r i a b i l i t y  i n  t h e  
s t r u c t u r e ,  c a u s e d  b y  t w o  s i d e  c h a i n  g r o u p s  ( R I  a n d  R z ) ,  a l t e r s  s t a b i l i t y ,  a d s o p t i o n ,  
a l l e r g e n i c i t y  a n d  s p e c t r u m  o f  a c t i v i t y .  
P e n i c i l l i n  G  
A m p i c i l l i n  
c o m p o u n d  
R I  R 2  M R L  ( p g f l r g )  
5 . 1 . 4  
C u r r e n t  m e t h o d s  o f  d e t e c t i o n  f o r  a n t i b i o t i c s  i n  m i l k  
M i c r o b i a l  i n h i b i t i o n  t e s t s ,  b a s e d  o n  t h e  g r o w t h  o f  m i c r o o r g a n i s m s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
a n t i b i o t i c s ,  w e r e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  r e s i d u e s  i n  m e a t  
a n d  m i l k  p r o d u c t s .  T h e  D e l v o t e s t @  S P  k i t  ( G i s t - b r o c a d e I D S M )  d e v e l o p e d  i n  t h e  
N e t h e r l a n d s  w a s  i n i t i a l l y  t h e  o n l y  t e s t  l i s t e d  i n  t h e  J o i n t  C o m m i t t e e  o f  P r a c t i c e  f o r  t h e  
a s s e s s m e n t  o f  m i l k  q u a l i t y .  I t  i s  c u r r e n t l y  t h e  s t a n d a r d  t e s t  m e t h o d  u s e d  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  a n t i b i o t i c s  r e s i d u e s  i n  m i l k  a t  p a s t e u r i z i n g  p l a n t s  t h r o u g h o u t  I r e l a n d  
( F S A I ,  2 0 0 2 ) .  T h i s  m i c r o b i a l  i n h i b i t o r  t e s t ,  d e p e n d e n t  o n  t h e  g r o w t h  a n d  a c i d  
p r o d u c t i o n  o f  B a c i l l u s  s t e a r o t h e m p h i l u s  s u b s p .  c a l i d o l a c t i s ,  i s  p a r t i c u l a r l y  s e n s i t i v e  
t o  p e n i c i l l i n  G  w i t h  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  2 p g k g  i n  m i l k .  A l t h o u g h  t h e  m e t h o d  h a s  
n u m e r o u s  a d v a n t a g e s  i n c l u d i n g  s e n s i t i v i t y ,  r e l i a b i l i t y  a n d  i s  c o s t  e f f e c t i v e ,  t h e  t e s t  
r e q u i r e s  a n  i n c u b a t i o n  t i m e  o f  t w o  a n d  a  h a l f  h o u r s  b e f o r e  a  r e s u l t  i s  a v a i l a b l e .  
O t h e r  m e t h o d s  i n c l u d i n g  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( H P L C )  a n d  m a s s -  
s p e c t r o m e t r y  ( M S ) - b a s e d  s y s t e m s  h a v e  a l s o  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  P -  
l a c t a m s .  A l t h o u g h  t h e s e  d e t e c t i o n  s y s t e m s  a r e  s u i t a b l e  f o r  c o n f i r m a t i o n  a n d  p o s s i b l e  
q u a n t i f i c a t i o n ,  t h e y  a r e  t i m e  c o n s u m i n g ,  r e q u i r e  h i g h l y  s p e c i a l i s e d  e q u i p m e n t  a n d  a r e  
v e r y  e x p e n s i v e .  
A  n u m b e r  o f  r a p i d  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  P - l a c t a m  a n t i b i o t i c s  n o w  e x i s t  ( F S A I ,  
2 0 0 2 ) .  T h e s e  i n c l u d e  a  n u m b e r  o f  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  r e c e p t o r  p r o t e i n - b a s e d  
a s s a y s ,  i n c l u d i n g  t h e  B e t a  s . t . a . r .  ( U C B  B i o p r o d u c t s ) ,  D e l v o - X - P r e s s @  P L - I 1  ( G i s t -  
b r o c a d e s / D S M )  a n d  S N A P  0 - l a c t a m  ( I D E X X  L a b o r a t o r i e s  I n c . )  t e s t  k i t s ,  w h e r e  a  
r e s u l t  c a n  b e  o b t a i n e d  i n  l e s s  t h a n  t e n  m i n u t e s .  T h e s e  m e t h o d s  e x p l o i t  t h e  s p e c i f i c  
b i n d i n g  o f  0 - l a c t a m  r e s i d u e s  t o  0 - l a c t a m  r e c e p t o r  b i n d i n g  p r o t e i n s ,  i s o l a t e d  f r o m  
b a c t e r i a l  c e l l  w a l l s .  S e t f o r d  e t  a l .  ( 1 9 9 9 )  a l s o  e m p l o y e d  a  p e n i c i l l i n - b i n d i n g  p r o t e i n  
( P B P )  i n  a  r a p i d  m e t h o d  f o r  q u a n t i f i c a t i o n  o f  P - l a c t a m  r e s i d u e s  i n  m i l k ,  u s i n g  
d i s p o s a b l e ,  e l e c t r o c h e m i c a l  s e n s o r  d e v i c e s .  Q u a n t i f i c a t i o n  w a s  o b t a i n e d  t h r o u g h  
c o m p e t i t i v e  b i n d i n g  b e t w e e n  s a m p l e  p e n i c i l l i n  G  a n d  7 - a m i n o c e p h a l o s p o r a n i c  a c i d  -  
g l u c o s e  o x i d a s e  ( 7 - A C A - G o x )  c o n j u g a t e  f o r  p e n i c i l l i n  b i n d i n g  p r o t e i n  s i t e s  
i m m o b i l i s e d  o n  t h e  e l e c t r o d e  s u r f a c e .  T h e  a s s a y  i s  r e p o r t e d  t o  b e  c a p a b l e  o f  
d i s t i n g u i s h i n g  b e t w e e n  m i l k  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  0  a n d  5 p g k g  p e n i c i l l i n  G .  
A  n u m b e r  o f  i m m u n o a s s a y - b a s e d  t e s t s  h a v e  a l s o  b e e n  d e v e l o p e d  a s  a n  a l t e r n a t i v e  t o  
t h e s e  t e c h n i q u e s .  T h e  ~ a r a l l u x ~  p - l a c t a m  ( I D E X X  L a b o r a t o r i e s  I n c . )  d e t e c t i o n  
s y s t e m ,  a  c a p i l l a r y - b a s e d  s o l i d - p h a s e  f l u o r e s c e n t  i m m u n o a s s a y  t e s t  t a k e s  
a p p r o x i m a t e l y  f o u r  m i n u t e s  t o  c o m p l e t e  a n d  c a n  d e t e c t  a  n u m b e r  o f  p - l a c t a m  
a n t i b i o t i c s  i n  b o v i n e  m i l k  b e l o w  t h e i r  r e s p e c t i v e  M R L .  T h e  E L I S A - b a s e d  F l u o r o p h o s  
B e t a s c r e e n @  t e s t  ( A d v a n c e d  I n s t r u m e n t s  I n c . )  c a n  d e t e c t  t h e  p r e s e n c e  o f  a m o x i c i l l i n ,  
a m p i c i l l i n ,  c l o x a c i l l i n ,  d i c l o x a c i l l i n ,  o x a c i l l i n  a n d  p e n i c i l l i n  G  i n  r a w  m i l k  a t  1 0 ,  3 ,  
2 0 ,  3 0 ,  2 0  a n d  l p g l k g ,  r e s p e c t i v e l y ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r .  T h e  t e s t  k i t  
c o n s i s t s  o f  a n t i b o d y - c o a t e d  t e s t  t u b e s  t o  w h i c h  r a w  m i l k  a n d  a  P - l a c t a m - a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  c o n j u g a t e  a r e  a d d e d .  A  p - l a c t a m  s t a n d a r d  i s  a l s o  i n c l u d e d ,  w h i c h  c a n  b e  
a p p l i e d  t o  o n e  o f  t h e  t e s t  t u b e s  i n s t e a d  o f  m i l k .  A  m a x i m u m  o f  f i v e  s a m p l e s  a n d  t h e  
p - l a c t a m  s t a n d a r d  c a n  b e  r u n  s i m u l t a n e o u s l y .  A f t e r  a d d i t i o n  o f  s u b s t r a t e  s o l u t i o n ,  t h e  
r e s u l t i n g  c o l o u r  c h a n g e  i s  m e a s u r e d ,  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  t h e  p - l a c t a m  s t a n d a r d  a n d  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  i n  t h e  m i l k  c a n  b e  d e t e r m i n e d .  I n  1 9 9 8  t h i s  
c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  t e s t  w a s  e v a l u a t e d  a n d  c o m p a r e d  w i t h  t h e  D e l v o t e s t @  S P  b y  
S t e r n e s j o  a n d  J o h n s s o n .  A  l a r g e  n u m b e r  o f  r a w  m i l k  s a m p l e s  ( 5 , 0 6 1 )  w e r e  r a n d o m l y  
s e l e c t e d  a n d  a n a l y s e d  b y  t h e  F l u o r o p h o s  B e t a s c r e e n @  a n d  t h e  D e l v o t e s t O  S P .  T h e  
s e n s i t i v i t y  o f  t h e  B e t a s c r e e n @  f o r  p e n i c i l l i n  G  w a s  1 . 8 p g / k g ,  w h i c h  w a s  l o w e r  t h a n  
t h a t  c l a i m e d  b y  t h e  m a n u f a c t u r e r .  T h i s  c o u l d  b e  d u e  t o  a  d i f f e r e n c e  i n  t h e  m e t h o d  i n  
w h i c h  t h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  w a s  d e t e r m i n e d ,  a  m a j o r  p r o b l e m  o f t e n  e n c o u n t e r e d  i n  
a s s a y  d e v e l o p m e n t .  I n  t o t a l ,  2 3  s a m p l e s  ( 0 . 4 5 % )  w e r e  f o u n d  t o  b e  p o s i t i v e  u s i n g  t h e  
B e t a s c r e e n  t e s t ,  c o m p a r e d  t o  1 3  s a m p l e s  ( 0 . 2 6 % )  f o u n d  u s i n g  t h e  D e l v o t e s t  S P .  
Z h i  e t  a l .  ( 2 0 0 1 )  d e s c r i b e d  a n  a u t o m a t e d  f l o w - t h r o u g h  a r n p e r o m e t r i c  i m m u n o a n a l y s i s  
s y s t e m  f o r  t h e  q u a n t i t a t i o n  o f  c e p h a l e x i n  w i t h  a  r e p o r t e d  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  1 p g h  i n  
m i l k .  A  c o l u m n  r e a c t o r  c o n t a i n i n g  p r o t e i n  G - c o a t e d  p o r o u s  p o l y m e r  b e a d s  w a s  u s e d  
a s  t h e  a f f i n i t y  m a t r i x  f o r  a n t i b o d y  i m m o b i l i s a t i o n .  C e p h a l e x i n - a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
c o n j u g a t e  a n d  s p i k e d  m i l k  s a m p l e  w e r e  p u m p e d  i n t o  t h e  i r n m u n o r e a c t o r ,  w h e r e  t h e y  
c o m p e t e d  f o r  b i n d i n g  t o  t h e  i m m o b i l i s e d  a n t i b o d y .  F o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  p -  
a m i n o p h e n y l  p h o s p h a t e  s u b s t r a t e  s o l u t i o n ,  p - a m i n o p h e n o l  g e n e r a t e d  f r o m  t h e  
e n z y m a t i c  r e a c t i o n  w a s  d e t e c t e d  a m p e r o m e t r i c a l l y .  A n t i b o d y - c o n j u g a t e d  c o m p l e x e s  
w e r e  d i s s o c i a t e d  f r o m  t h e  p r o t e i n  G  m a t r i x  u s i n g  a  r e g e n e r a t i o n  b u f f e r .  T h e  m e t h o d  
w a s  b o t h  r a p i d ,  w i t h  t h e  w h o l e  p r o c e d u r e  i n c l u d i n g  r e g e n e r a t i o n  t a k i n g  
a p p r o x i m a t e l y  1 6  m i n u t e s  a n d  r e p r o d u c i b l e ,  w i t h  a  m e a n  i n t e r - a s s a y  v a r i a t i o n  o f  
1 0 . 9 % .  
U s l e b e r  e t  a l .  ( 2 0 0 0 )  p r o d u c e d  a  n u m b e r  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  p e n i c i l l i n ,  
i n c l u d i n g  a n t i b o d i e s  w i t h  g r o u p  s p e c i f i c i t y ,  a n t i b o d i e s  w i t h  l i m i t e d  s u b - g r o u p  
s p e c i f i c i t y  f o r  i s o x a z o l y l  p e n i c i l l i n s  a n d  a n t i b o d i e s  w i t h  s p e c i f i c i t y  f o r  p e n i c i l l i n  G  
d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s .  T h e  m o s t  s e n s i t i v e  
a n t i b o d y  p r o d u c e d  w a s  u s e d  i n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  a n  E L I S A  a n d  d e t e c t i o n  l i m i t s  f o r  p e n i c i l l i n  G  i n  t h e  r a n g e  o f  2 - 3  
n g l m l  w e r e  a c h i e v e d .  
C l i q u e t  e t  a l .  ( 2 0 0 1 )  g e n e r a t e d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  t h e  c o m m o n  6 -  
A P A  c o r e  s t r u c t u r e  o f  p e n i c i l l i n s  f o r  u s e  i n  a n  E L I S A .  A  n u m b e r  o f  a m p i c i l l i n  
c o n j u g a t e s  w e r e  d e s i g n e d  f o r  i m m u n i s a t i o n  a n d  v a r i o u s  c o u p l i n g  s t r a t e g i e s  w e r e  
e m p l o y e d .  T w o  m e t h o d s  u s i n g  a  c r o s s - l i n k e r  ( g l u t a r a l d e h y d e  o r  a  s u c c i n i m i d e  e s t e r ) ,  
o n e  c a r b o d i i m i d e - m e d i a t e d  c o u p l i n g  m e t h o d  a n d  a  m e t h o d  w i t h o u t  a n y  c r o s s - l i n k e r  
o r  m e d i a t o r  m o l e c u l e  ( p h y s i o l o g i c a l  b i n d i n g )  w e r e  a l l  c o m p a r e d .  I m m u n i s a t i o n s  w i t h  
c a r b o d i i m i d e - m e d i a t e d  a m p i c i l l i n  c o n j u g a t e s  i n d u c e d  a  s p e c i f i c  r e s p o n s e  t o  
a m p i c i l l i n  i n  t h e  a n i m a l ,  w h i l e ,  o n l y  a  m o d e r a t e  a n t i b o d y  r e s p o n s e  a g a i n s t  a m p i c i l l i n  
w a s  o b s e r v e d  a f t e r  i m m u n i s a t i o n  w i t h  c o n j u g a t e s  p r e p a r e d  w i t h  c r o s s - l i n k i n g  
r e a g e n t s .  A  h i g h  a n t i b o d y  r e s p o n s e  w a s  o b t a i n e d  a g a i n s t  t h e  p h y s i o l o g i c a l  a m p i c i l l i n -  
p r o t e i n  c o n j u g a t e s .  H o w e v e r ,  n a t u r a l  c o n j u g a t i o n  r e s u l t s  i n  t h e  o p e n i n g  o f  t h e  P -  
l a c t a m  r i n g  s t r u c t u r e  a n d  h e n c e ,  l o s s  o f  a n t i m i c r o b i a l  a c t i v i t y .  T h i s  i s  a  m a j o r  
l i m i t a t i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  a s s a y  d e v e l o p m e n t  a s  o n l y  t h e  a c t i v e  f o r m  i s  c o v e r e d  b y  
l e g i s l a t i o n .  H o w e v e r ,  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  i n t a c t  a m p i c i l l i n  a n d  o t h e r  p e n i c i l l i n s  
h a v e  b e e n  r a i s e d  ( D i e t r i c h  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  B u r m e s t e r  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
T h e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  s u r f a c e  p l a s m o n  r e s o n a n c e  ( S P R ) - b a s e d  s e n s o r s ,  
d e v e l o p e d  b y  ~ i a c o r e ~ ~ ,  h a v e  a l s o  p r o v e n  t o  b e  u s e f u l  t o o l s  f o r  r a p i d  a n d  a u t o m a t e d  
s c r e e n i n g  o f  d r u g  r e s i d u e s  i n  v a r i o u s  m a t r i c e s .  S t e r n e s j o  e t  a l .  ( 1 9 9 5 )  f r s t  
d e m o n s t r a t e d  t h e  u s e  o f  B i a c o r e T M  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  s u l p h a m e t h a z i n e  i n  m i l k  
a n d  s i n c e  t h e n  t h e  B i a c o r e T M  s y s t e m  h a s  b e e n  a p p l i e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  o t h e r  
a n t i b i o t i c s  ( M e l l g r e n  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  G a u d i n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  F e r g s u o n ,  2 0 0 2 ;  G u s t a v s s o n  e t  
a l .  2 0 0 2  a n d  C a c c i a t o r e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
G u s t a v s s o n  e t  a l .  ( 2 0 0 2 )  e m p l o y e d  t h e  b i o s e n s o r  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  r e c e p t o r  
p r o t e i n - b a s e d  i n h i b i t i o n  a s s a y  t o  d e t e c t  p - l a c t a m  a n t i b i o t i c s  i n  m i l k .  T h e  B i a c o r e -  
b a s e d  a s s a y  i s  b a s e d  o n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  o f  a  m i c r o b i a l  
r e c e p t o r  p r o t e i n .  T h e  m i l k  s a m p l e  i s  m i x e d  w i t h  a  3 - p e p t i d e  a n d  a  c a r b o x y p e p t i d a s e  
f r o m  S t r e p t o m y c e s  R 3 9 .  D u r i n g  i n c u b a t i o n  R 3 9  h y d r o l y s e s  t h e  3 - p e p t i d e  i n t o  a  2 -  
p e p t i d e .  H o w e v e r ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p - l a c t a m s  t h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  o f  R 3 9  i s  
i n h i b i t e d  a n d  l e s s  2 - p e p t i d e  i s  p r o d u c e d .  T h e  a m o u n t  o f  2 - p e p t i d e ,  w h i c h  i s  
p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  p - l a c t a m s  p r e s e n t  i n  t h e  m i l k  s a m p l e ,  c a n  t h e n  b e  
d e t e c t e d  b y  a n  a n t i - 2 - p e p t i d e  a n t i b o d y .  T h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  t h e  a s s a y  f o r  
p e n i c i l l i n  G  w a s  d e t e r m i n e d  a s  2 . 6 p g k g  a n d  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n  r a n g e d  b e t w e e n  
7  a n d  1 6 %  o n  t h r e e  d i f f e r e n t  d a y s .  
A n t i b o d i e s  p r e v i o u s l y  p r o d u c e d  a g a i n s t  t h e  h y d r o l y s e d  f o r m  o f  a m p i c i l l i n  h a v e  b e e n  
a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  b i o s e n s o r - b a s e d  i m m u n o a s s a y  f o r  d e t e c t i o n  o f  
r e s i d u e s  i n  m i l k  ( G a u d i n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  T h e  S P R  b i o s e n s o r ,  B i a c o r e  X  a n d  a  
c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  a n t i - a m p i c i l l i n  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y ,  w h i c h  h a d  a  m u c h  
h i g h e r  a f f i n i t y  f o r  t h e  o p e n  p - l a c t a m  r i n g  t h a n  t h e  c l o s e d  r i n g ,  w e r e  u s e d  f o r  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  a s s a y .  T h i s  p a p e r  r e p o r t s  t h e  c o m p a r i s o n  o f  e n z y m a t i c  a n t i b i o t i c  
s a m p l e  p r e - t r e a t m e n t  w i t h  p e n i c i l l i n a s e ,  a n d  c h e m i c a l  p r e - t r e a t m e n t  u s i n g  a  b a s i c  
s o l u t i o n  o f  0 . 1 M  N a O H .  T h e  r e s u l t a n t  a s s a y  h a d  a  h i g h  s p e c i f i c i t y  f o r  a l l  p e n i c i l l i n s  
b u t  c o u l d  n o t  d e t e c t  c e p h a l o s p o r i n s .  S e c o n d l y ,  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y  w a s  n o t  
s a t i s f a c t o r y ,  a s  i t  w a s  u n a b l e  t o  d e t e c t  a m p i c i l l i n  a n d  a m o x i c i l l i n  b e l o w  t h e i r  
m a x i m u m  r e s i d u e  l i m i t s  ( M R L s ) .  F i n a l l y ,  t h e  m a j o r  l i m i t a t i o n  o f  t h e  a s s a y  w a s  i t  
d e t e c t e d  t h e  i n a c t i v e  p - l a c t a m  s t r u c t u r e  a n d  o n l y  t h e  a c t i v e  f o r m  i s  c o v e r e d  b y  
l e g i s l a t i o n .  T h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  i n t a c t  
p - l a c t a m  a n t i b i o t i c  s t r u c t u r e  p o s e s  a  m a j o r  p r o b l e m .  T h e  d i r e c t  i m r n o b i l i s a t i o n  o f  
a m p i c i l l i n  o n t o  t h e  s u r f a c e  o f  a  s e n s o r  c h i p  c a n  r e s u l t  i n  h y d r o l y s i s  o f  t h e  p - l a c t a m  
r i n g  s t r u c t u r e  a n d  t h u s ,  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  a n t i b i o t i c .  C o n s e q u e n t l y ,  a n t i b o d i e s  
s p e c i f i c  t o  t h e  c l o s e d  p - l a c t a m  r i n g  w o u l d  n o t  r e c o g n i s e  t h e  i m m o b i l i s e d  a n t i g e n  
s u r f a c e .  A  s o l u t i o n ,  a s  d i s c u s s e d  b y  t h e  a u t h o r s ,  w o u l d  b e  t o  w o r k  o n  t h e  s t a b i l i s a t i o n  
o f  t h e  0 - l a c t a m  r i n g  s t r u c t u r e  d u r i n g  a n d  a f t e r  i m m o b i l i z a t i o n  t o  p r e v e n t  h y d r o l y s i s .  
S e l e c t i v i t y  c o u l d  a l s o  b e  i m p r o v e d  b y  m i x i n g  t w o  a n t i b o d i e s ,  i . e .  a n t i - p e n i c i l l i n  a n d  
a n t i - c e p h a l o s p o r i n  a n t i b o d i e s ,  t o  d e v e l o p  a  p - l a c t a m  a s s a y ,  o r  m i x  t w o  a n t i - p e n i c i l l i n  
a n t i b o d i e s  w i t h  d i f f e r e n t  s p e c i f i c i t i e s  t o  i m p r o v e  t h e  d e t e c t i o n  l e v e l  f o r  a l l  p e n i c i l l i n s .  
5.1.5 Chapter outline 
The chaptcr focuses on the generation of ampicillin-specific polyclanal antibodies and 
their sub~equent use in biosensor-based assays. Ampicillin was coup!cd to bovine 
scrum albumin @$A) and the resulting conjugate used to irnmunise a rabbit for the 
production of polyclonal antibodies. Antibudics specific to ampicillin were purified 
from the mbbit sera and emplaycd in the development of iimmunoassayx for the 
detection of ampicillin. The pcrfmmnnce d the antibodies was first asscsscd by 
ELISA and thcn cniptoyed in a Biacore inhibition assay for the detection of ampicinin 
in processed milk. Finally, the applicability of a novel biochip sensor system was 
investigated, 
Nai've and immune phage display libraries were also screened against a number of 
ampicillin conjugates for thc seE~cZion of an ampicillin-spcific singlc chain variable 
fragmcn t (scFv) . 
5 . 2  R e s u l t s  
5 . 2 . 1  P r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a m p i c i l l i n - p r o t e i n  c o n j u g a t e s  
I n  c o n t r a s t  t o  t h e  e x p e n s e  a n d  e x p e r t i s e  r e q u i r e d  f o r  t r a d i t i o n a l  h y b r i d o m a  a n d  
r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n ,  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  c a n  b e  r a i s e d  q u i c k l y  a n d  a t  
r e l a t i v e  l o w  c o s t .  T h e  f i r s t  s t e p s  i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  a r e  t o  s e l e c t  t h e  
t a r g e t  m o l e c u l e ,  i d e n t i f y  t h e  a p p r o p r i a t e  g r o u p s  f o r  c o n j u g a t i o n  a n d  t h e n  d e s i g n  a n  
a p p r o p r i a t e  h a p t e n - c a r r i e r  c o n j u g a t e  f o r  i m m u n i s a t i o n .  D u e  t o  i t s  s i m i l a r i t y  i n  
s t r u c t u r e  t o  p e n i c i l l i n ,  a n d  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  r e a c t i v e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  f o r  
c o n j u g a t i o n  t o  p r o t e i n s ,  a m p i c i l l i n  w a s  c h o s e n  a s  t h e  a n t i g e n  o f  i n t e r e s t  f o r  
i m m u n i s a t i o n  ( F i g u r e  5 . 2 ) .  T h e  h a p t e n ,  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  o n l y  3 4 9 . 4 D a ,  i s  
t o o  s m a l l  t o  i n d u c e  a n  i m m u n e  r e s p o n s e  a n d  t h e r e f o r e ,  r e q u i r e d  c o n j u g a t i o n  t o  a  
c a r r i e r  p r o t e i n  t o  r e n d e r  i t  i m m u n o g e n i c .  
T h e  c h o i c e  o f  b o t h  t h e  s i t e  o f  c o u p l i n g  a n d  t h e  c o n j u g a t i o n  m e t h o d  a r e  i m p e r a t i v e  i n  
a n t i b o d y  g e n e r a t i o n ,  a s  t h e  i m m u n o g e n  w i l l  u l t i m a t e l y  d e t e r m i n e  t h e  s e n s i t i v i t y  a n d  
s e l e c t i v i t y  o f  t h e  r e s u l t i n g  a n t i b o d i e s ,  A l t h o u g h  a  v a r i e t y  o f  c o u p l i n g  c h e m i s t r i e s  
e x i s t ,  t h e  a v a i l a b l e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  o n  t h e  h a p t e n  g e n e r a l l y  g o v e r n  t h e  c h o i c e  o f  
m e t h o d .  A m p i c i l l i n  h a s  t w o  m a j o r  f u n c t i o n a l  g r o u p s ,  a  p r i m a r y  a m i n e  a n d  a  c a r b o x y l  
g r o u p ;  t h e r e f o r e  c a r b o d i i m i d e  c o u p l i n g  w a s  c h o s e n .  T h e  E D C  ( N - e t h y l - N - ( d i m e t h y l -  
a m i n o p r o p y l )  c a r b o d i i m i d e  h y d r o c h l o r i d e )  m e d i a t e d  m e t h o d  i s  s i m p l e  w i t h  a  r e a c t i o n  
t i m e  o f  l e s s  t h a n  t w o  h o u r s  a n d  t h e  z e r o - l e n g t h  c r o s s - l i n k i n g  m e t h o d  e l i m i n a t e s  t h e  
p r o b l e m  o f  a n t i b o d y  r e c o g n i t i o n  t o  t h e  l i n k e r  b e t w e e n  t h e  h a p t e n  a n d  p r o t e i n  c a r r i e r .  
F i g u r e  5 . 2 .  T h e  s t r u c t u r e  o f  a n l p i c i l l i n ,  w h i c h  c o n t a i n s  a  p r i n l a r y  a n l i n e  g r o u p  a n d  a  
c c ~ t . b n s y l  g r o u p .  
5 . 2 . 1 . 1  C a r b o d i i m i d e - m e d i a t e d  h a p t e n - c a r r i e r  c o n j u g a t i o n  
C a r b o d i i m i d e  c o u p l i n g  c h e m i s t r y  w a s  u s e d  t o  c o n j u g a t e  a m p i c i l l i n  t o  v a r i o u s  c a r r i e r  
p r o t e i n s ,  i . e .  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A ) ,  o v a l b u m i n  ( O V A )  a n d  t h y r o g l o b u l i n  
( T H Y ) .  B o t h  t h e  p r i m a r y  a m i n e  a n d  c a r b o x y l i c  a c i d  g r o u p s  a v a i l a b l e  o n  a m p i c i l l i n  
w e r e  u s e d  f o r  c o u p l i n g ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 1 . 1  a n d  2 . 5 . 1 . 2 .  T h e  c a r b o x y l i c  
a c i d  o n  t h e  d r u g  w a s  a c t i v a t e d  a n d  s u b s e q u e n t l y  a l l o w e d  t o  r e a c t  w i t h  a m i n e  g r o u p s  
o n  t h e  p r o t e i n ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  5 . 3  ( B ) .  T h e  r e s u l t i n g  i m m u n o g e n  h a d  t h e  
p o t e n t i a l  t o  g e n e r a t e  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s .  H o w e v e r ,  i t  w a s  r e p o r t e d  t h a t  
c o u p l i n g  t h r o u g h  t h e  c a r b o x y l  g r o u p  c a n  r e s u l t  i n  a n  i r n m u n o g e n  s i m i l a r  t o  t h e  
h y d r o l y s e d  f o r m  o f  a m p i c i l l i n  a n d  c a n  t h e r e f o r e  y i e l d  a n t i s e r a  s p e c i f i c  t o  t h e  o p e n  P -  
l a c t a m  r i n g  s t r u c t u r e  ( G r u b e l n i k  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  O t h e r  c o n j u g a t e s  w e r e  a l s o  p r o d u c e d  
t h a t  h a d  t h e  c a p a b i l i t y  o f  g e n e r a t i n g  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  t h e  c o m m o n  p e n i c i l l i n  g r o u p .  
T h i s  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  s a m e  c h e m i s t r y  t o  c o u p l e  t h e  h a p t e n  t h r o u g h  t h e  p r i m a r y  
a m i n e  g r o u p  t o  c a r b o x y l i c  a c i d  g r o u p s  o n  t h e  p r o t e i n ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  5 . 3  ( A ) .  
T h i s  m e t h o d  a l l o w s  c o n j u g a t i o n  d i s t a l  o f  t h e  b - l a c t a m  r i n g  a n d  u t i l i s e s  b u f f e r s  w i t h  
p H  v a l u e s  n e a r  n e u t r a l  t o  p r e v e n t  h y d r o l y s i s .  
A  n u m b e r  o f  m e t h o d s  w e r e  e m p l o y e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  c h a r a c t e r i s e  t h e  a m p i c i l l i n -  
p r o t e i n  c o n j u g a t e s .  A  B i c i n c h o n i c  a c i d  ( B C A )  p r o t e i n  a s s a y  r e a g e n t  k i t  ( P i e r c e )  w a s  
f i r s t  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  f i n a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  c o n j u g a t e ,  a s  d e s c r i b e d  
i n  S e c t i o n  2 . 5 . 1 . 3 .  U V - s p e c t r o s c o p y  w a s  a l s o  u s e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  a n a l y s e  t h e  d r u g -  
p r o t e i n  c o n j u g a t e s .  B y  c o m p a r i n g  t h e  U V  s p e c t r a  o b t a i n e d  f o r  t h e  c o n j u g a t e s  a n d  f o r  
t h e  u n c o n j u g a t e d  p r o t e i n  a n d  d r u g  m o l e c u l e s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  s e e  w h e t h e r  t h e  
c o u p l i n g  p r o c e d u r e  w a s  s u c c e s s f u l .  H o w e v e r ,  t h e  b r o a d  a b s o r b a n c e  p e a k  o f  a m p i c i l l i n  
m a s k e d  t h e  p r o t e i n  m a x i m u m  a b s o r b a n c e  p e a k  a t  2 8 0 n m ,  a n d  t h u s ,  t h e  m e t h o d  c o u l d  
n o t  c o n f i r m  s u c c e s s f u l  c o n j u g a t i o n .  
C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  c o n j u g a t e s  w a s  a l s o  i n d i r e c t l y  c a r r i e d  o u t  b y  i r n m u n i s a t i o n  
f o l l o w e d  b y  t h e  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  s p e c i f i c  a n t i b o d y  p r o d u c e d  i n  s e r u m .  B a l b / c  
m i c e  w e r e  i m r n u n i s e d  w i t h  h a p t e n - p r o t e i n  c o n j u g a t e s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 2 . 1 ,  
t o  e l i c i t  a n  i m m u n e  r e s p o n s e .  B l o o d  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  1 0  d a y s  a f t e r  
i m m u n i s a t i o n  a n d  t h e  s p e c i f i c  a n t i b o d y  t i t r e  e s t i m a t e d  b y  E L I S A ,  a s  d e s c r i b e d  i n  
S e c t i o n  2 . 5 . 2 . 2 .  T h e  r e s u l t s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 4  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a m p i c i l l i n - B S A  
c o n j u g a t e ,  p r o d u c e d  b y  a m p i c i l l i n  a c t i v a t e d  c o u p l i n g ,  i n d u c e d  a  h i g h  a n t i b o d y  
r e s p o n s e  t o  a m p i c i l l i n  i n  t h e  m o u s e .  
A  c o m p e t i t i o n  a s s a y  w a s  a l s o  c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e s e  a n t i b o d i e s  t o  d e t e r m i n e  t h e  
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  a n t i b o d i e s  t o  a m p i c i l l i n .  A  c o m p e t i t i o n  E L I S A  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 2 . 4 .  S t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  i n  P B S ,  r a n g i n g  f r o m  3 9 0  t o  
2 5 , 0 0 O n g / m l ,  f r o m  b o t h  a n  u n t r e a t e d  a m p i c i l l i n  s t o c k  ( i n t a c t  m o l e c u l e )  a n d  f r o m  
a m p i c i l l i n  t h a t  h a d  b e e n  e n z y m a t i c a l l y  p r e - t r e a t e d  w i t h  p e n i c i l l i n a s e ,  a s  d e s c r i b e d  i n  
S e c t i o n  2 . 5 . 2 . 5 .  B o t h  s e t s  o f  s t a n d a r d s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  w e l l s  o f  a n  i m m u n o p l a t e  
w i t h  a  1  i n  4 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  m o u s e  a n t i s e r u m ,  a t  a  r a t i o  o f  1 :  1  a n d  a b s o r b a n c e  r e s u l t s  
p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  a m p i c i l l i n  c o n c e n t r a t i o n .  R e s u l t s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 5  
i n d i c a t e d  t h a t  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n c r e a s e d  i n  s o l u t i o n ,  t h e  a b s o r b a n c e  
d e c r e a s e d  c o n f i r m i n g  t h a t  f r e e  d r u g  d i s p l a c e s  a n t i b o d y .  T h e  p r e s e n c e  o f  s p e c i f i c  
a n t i b o d i e s  t o  a m p i c i l l i n  i n  m o u s e  s e r u m  i n d i c a t e d  t h e  s u c c e s s f u l  c o u p l i n g  o f  d r u g  t o  
p r o t e i n .  A s  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d ,  t h e  L i t e r a t u r e  h a s  r e p o r t e d  t h a t  p e n i c i l l i n s  p r e s e n t  a  
s p e c i f i c  d i f f i c u l t y  b e c a u s e  a n t i b o d i e s  c a n  b e  p r o d u c e d  a g a i n s t  t h e  o p e n  0 - l a c t a m  r i n g  
s t r u c t u r e  i f  a  c o u p l i n g  m e t h o d s  r e s u l t  i n  h y d r o l y s i s  o f  t h e  a n t i b i o t i c .  O n l y  a n t i b o d i e s  
s p e c i f i c  f o r  t h e  c l o s e d  p - l a c t a m  s t r u c t u r e  a r e  v a l u a b l e  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  a s s a y  
s i n c e  o n l y  t h e  a c t i v e  f o r m  i s  c o v e r e d  b y  l e g i s l a t i o n .  A l t h o u g h  p o l y c l o n a l  a n t i s e r u m  
c o n t a i n s  a  m i x t u r e  o f  a n t i b o d i e s  w i t h  v a r y i n g  a f f i n i t i e s  d i r e c t e d  f o r  d i f f e r e n t  e p i t o p e s  
o f  t h e  i m m u n o g e n ,  i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  a n t i b o d i e s  b e i n g  p r o d u c e d  
r e c o g n i s e d  t h e  i n t a c t  r i n g  s t r u c t u r e  o f  t h e  d r u g ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  5 . 5 .  
O t h e r  c o u p l i n g  m e t h o d s ,  i n c l u d i n g  g l u t a r a l d e h y d e  c o u p l i n g ,  w e r e  u s e d  t o  c o n j u g a t e  
a m p i c i l l i n  t o  v a r i o u s  p r o t e i n s .  H o w e v e r ,  t h e  c o n j u g a t e  d e r i v e d  f r o m  c o u p l i n g  t h e  
p r i m a r y  a m i n e  o f  a m p i c i l l i n  t o  c a r b o x y l i c  g r o u p s  o f  B S A  i n d u c e d  t h e  h i g h e s t  s p e c i f i c  
i m m u n e  r e s p o n s e  a n d  w a s  t h u s  u s e d  f o r  s u b s e q u e n t  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n .  
E D C  
_ _ _ ,  
+ F  
0  
P r o t e i n  c o n t a l n l n g  N H S - a c t i v a t e d  p r o t e i n  
c a r b o x y l a t e  g r o u p s  
0 .  
A  H P - 0  
A m p l c l l l i n  c o n t a l n l n g  
a m i n e  
A r n p l c l l l l n - p r o t e i n  c o n j u g a t i o n  
t h r o u g h  a m l d e  b o n d  f o r m a t l o n  
- -  -" . . . . . . . .  " _ "  - "  . -  . . - - . . . -  ,-.-- " " . . . . ' . . . . l  
( 3 )  
E D C  
-  
8 % -  
A m p i c i l l l n  c o n t a i n i n g  
c a r b o x y l a t e  g r o u p  
N H S B c t i v a t e d  a m p i c i l l i n  
0 4  
P r o t e i n  c o n t a i n i n g  a m i n e s  
A m p l c i l l l n p o t e i n  c o n j u g a t i o n  
t h r o u g h  a m M e  b o n d  f o r t n a t i o n  
F i g u r e  5 . 3 .  ( A )  O v e r v i e w  o f  p r o t e i n - a c t i v a t e d  c a r b o d i i m i d e  a n d  ( B )  a m p i c i l l i n - a c t i v a t e d  
c a r b o d i i m i d e  c o u p l i n g  c h e m i s t r y  c o u p l i n g  c h e m i s t r y .  E D C ,  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  
1 9 1 . 7 D a ,  r e a c t s  w i t h  c a r b o x y l a t e  g r o u p s  o n  t h e  p r o t e i n  o r  a m p i c i l l i n  t o  f o r m  a  h i g h l y  a c t i v e  
o - a c y l i s o u r e a  i n t e r m e d i a t e s  t h a t  c a n  t h e n  r e a c t  w i t h  a  a m i n e  g r o u p s  o n  t h e  p r o t e i n  o r  
a m p i c i l l i n  t o  f o r m  a n  a m i n e  b o n d  a n d  E D C  i s  r e l e a s e d  a s  a  s o l u b l e  i s o u r e a  d e r i v a t i v e .  T h e  
a c t i v e  e s t e r  i s  s u b j e c t  t o  r a p i d  h y d r o l y s i s  i n  a q u e o u s  c o n d i t i o n s ,  s o  N H S  w a r  t h e r e f o r e  u s e d  
t o  i n c r e a s e  s t a b i l i t y  o f  t h e  a c t i v e  i n t e r m e d i a t e .  
1 0  1 0 0  1 0 0 0  1 0 0 0 0  1 0 0 0 0 0  1 0 0 0 0 0 0  
1 1 S e r u m  M l u t l o n  
F i g u r e  5 . 4 .  S e r u m  a n t i b o d y  t i t r e  f o l l o w i n g  i m m u n i s a t i o n  o f  a  m o u s e  w i t h  A M P - B S A .  T h e  
s e r u m  w a s  s c r e e n e d  a g a i n s t  A M P - T H Y  a n d  s a m p l e s  w e r e  a l s o  p r e - i n c u b a t e d  w i t h  I %  ( w / v )  
B S A  t o  p r e v e n t  a n y  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  a n t i b o d i e s  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  c a r r i e r  m o l e c u l e .  
0 . 2  1  7 .  - 7  
1 0 0  1 0 0 0  1 0 0 0 0  1 0 0 0 0 0  
A m p l c l l l i n  c o n c e n t r a t i o n  ( n g l m  I )  
1  
0.8 
0.6 
0 . 4  -  
F i g u r e  5 . 5 .  C o m p e t i t i v e  E L I S A  c a r r i e d  o u t  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  f r e e  a m p i c i l l i n  ( t r e a t e d  a n d  
u n t r e a t e d )  a t  d r u g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  3 9 0  t o  2 5 , 0 0 O n g / m l .  E a c h  a m p i c i l l i n  s t a n d a r d  w i t h  a n  
e q u a l  v o l u m e  ( 5 0 ~ 1 )  o f  a n t i - a m p i c i l l i n - B S A  m o u s e  s e r u m  w a s  a d d e d  t o  w e l l s  o f  a n  
i m m u n o p l a t e  c o a t e d  w i t h  l O p g / m l  a m p i c i l l i n - t h y r o g l o b u l i n  ( A M P - T H Y ) .  T h e  m e a n  
a b s o r b a n c e  o b t a i n e d  a t  e a c h  a n t p i c i l l i n  c o n c e n t r a t i o n  ( A )  w a s  d i v i d e d  b y  t h e  a b s o r b a n c e  
v a l u e s  d e t e r m i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  z e r o  d r u g  ( A o ) .  N o m z a l i s e d  a b s o r b a n c e  v a l u e s  ( A L A o )  
w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  a m p i c l l i n  c o n c e n t r a t i o n .  I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  r e s u l t s  
t h a t  t h e  a n t i b o d i e s  p r o d u c e d  r e c o g n i s e d  t h e  i n t a c t  r i n g  s t r u c t u r e  o f  t h e  d r u g .  
+ U n t r e a t e d  a m p i c l l l i n  -  c l o s e d  r l n g  
s t r u c t u r e  
+ E n z y m a t i c a l l y  p r e - t r e a t e d  
a m p i c l l l i n -  o p e n  r i n g  
5 . 2 . 2  P r o d u c t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i - a m p i c i l l i n  a n t i b o d i e s  
5 . 2 . 2 . 1  I m m u n o g e n  p r e p a r a t i o n  a n d  i m m u n i s a t i o n  
P o l y c l o n a l  a n t i - a m p i c i l l i n  a n t i b o d i e s  w e r e  p r o d u c e d  u s i n g  a n  A M P - B S A  c o n j u g a t e .  A  
N e w  Z e a l a n d  w h i t e  f e m a l e  r a b b i t  w a s  s u b - c u t a n e o u s l y  i n j e c t e d  w i t h  a n  e m u l s i o n  o f  
t h e  i m m u n o g e n  a n d  F r e u n d ' s  C o m p l e t e  a d j u v a n t  a n d  t h e n  p e r i o d i c a l l y  b o o s t e d  u s i n g  
t h e  s a m e  i m m u n o g e n  e m u l s i f i e d  w i t h  F r e u n d ' s  I n c o m p l e t e  a d j u v a n t ,  a s  d e s c r i b e d  i n  
S e c t i o n  2 . 5 . 3 . 1 .  
5 . 2 . 2 . 2  T i t r e  o f  p o l y c l o n a l  a n t i - s e r u m  
B l o o d  w a s  d r a w n  a t  r e g u l a r  i n t e r v a l s  t o  e s t i m a t e  t h e  s p e c i f i c  a n t i b o d y  t i t r e  a c c o r d i n g  
t o  S e c t i o n  2 . 5 . 3 . 2 .  F i g u r e  5 . 6  s h o w s  t h e  r e s u l t i n g  s e r u m  a n t i b o d y  t i t r e s  a t  v a r i o u s  
s t a g e s  o f  t h e  i m m u n i s a t i o n  s c h e d u l e .  W h e n  a n  a c c e p t a b l e  t i t r e  ( - 1 / 1 0 0 , 0 0 0 )  w a s  
o b t a i n e d ,  t h e  a n i m a l  w a s  s a c r i f i c e d  a n d  t h e  b l o o d  r e c o v e r e d  b y  c a r d i a c  p u n c t u r e .  
- +  R e - i m n i s a t i o n  t i t r e  
-m- F i r s t  b l e e d  t i t r e  
- +  F i n a l  b l e e d  t i t r e  
-A- 5 0 p g / m l  O V A  
4 %  ( w  l v )  M a r v e l  
1 1 A n t l - s e r u m  M l u t l o n  
F i g u r e  5 . 6 .  T i t r e s  o f  s e r u m  o b t a i n e d  f r o m  a  r a b b i t  p r e -  a n d  p o s t - i n z m u n i s a t i o n  w i t h  A M P -  
B S A .  S e r u m  s a m p l e s  w e r e  s c r e e n e d  a g a i n s t  5 0 , u g / m l  A M P - O V A  a n d  a l s o  a g a i n s t  O V A  a n d  
~ a r v e l ~ ~  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e r e  w a s  a n y  n o n - s p e c f l c  b i n d i n g  b e t w e e n  t h e  a n t i b o d y  a n d  t h e  
c a r r i e r  p r o t e i n  o r  t h e  b l o c k i n g  s o l u t i o n .  A n t i s e r u m  w a s  p r e - i n c u b a t e d  i n  P B S  c o n t a i n i n g  1  %  
( w / v )  O V A  t o  r e m o v e  a n y  n o n - s p e c i @ c  i n t e r a c t i o n s .  T h e  f i n a l  a n t i b o d y  t i t r e  r e c o r d e d  w a s  i n  
e x c e s s  o f  1  i n  1 0 0 , 0 0 0 .  
5 . 2 . 2 . 3  P u r i f i c a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i - s e r u m  
P u r i f i c a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i - a m p i c i l l i n  a n t i b o d i e s  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  s a t u r a t e d  
a m m o n i u m  s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  f o l l o w e d  b y  p r o t e i n  G  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o t t  2 . 5 . 4 . 1  a n d  2 . 5 . 4 . 2 .  P r o t e i n  G  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  e x p l o i t s  
t h e  a b i l i t y  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  s t r e p t o c o c c a l  p r o t e i n  G  t o  b i n d  s p e c i f i c a l l y  t o  t h e  F c  
p o r t i o n  o f  t h e  I g G  m o l e c u l e .  T h e r e f o r e ,  n o n - s p e c i f i c  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s  c a n  b e  
w a s h e d  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  l e a v i n g  o n l y  I g G  a n t i b o d i e s  b o u n d  t o  t h e  c o l u m n ,  w h i c h  
c a n  b e  s u b s e q u e n t l y  e l u t e d  u s i n g  0 . 1 M  g l y c i n e  b u f f e r ,  p H  2 . 2 .  F r a c t i o n s  o f  t h e  e l u t e d  
a f f i n i t y - p u r i f i e d  a n t i b o d y  p o p u l a t i o n  w e r e  c o l l e c t e d ,  i m m e d i a t e l y  n e u t r a l i s e d  w i t h  2 M  
T r i s ,  p H  8 . 6  a n d  a n a l y s e d .  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  i n  e a c h  f r a c t i o n  w a s  e s t i m a t e d  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a t  2 8 0 n m  a n d  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  p r o t e i n  w e r e  p o o l e d  a n d  
d i a l y s e d  i n  P B S  o v e r n i g h t  a t  4 O C .  T h e  a n t i - a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  
f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  s u b t r a c t i v e  i m m u n o a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y .  A n t i b o d i e s  t h a t  w e r e  
r a i s e d  a g a i n s t  t h e  c a r r i e r  p r o t e i n  m o i e t y  o f  t h e  i m m u n o g e n  w e r e  r e m o v e d  b y  p a s s i n g  
t h e  p r o t e i n  G  p u r i f i e d  a n t i b o d i e s  t h r o u g h  a  B S A  i m m o b i l i s e d  c o l u m n ,  a s  d e s c r i b e d  i n  
S e c t i o n  2 . 5 . 4 . 3 .  
5 . 2 . 3  
C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  p u r i f i e d  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  b y  S D S - P A G E  a n d  
W e s t e r n  b l o t t i n g  
T h e  l e v e l  o f  p u r i t y  o f  t h e  a n t i b o d i e s  w a s  t h e n  a s s e s s e d  b y  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  
p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S - P A G E )  ( S e c t i o n  2 . 2 . 2 ) .  F i g u r e  5 . 7  ( A )  
s h o w s  t h e  r e s u l t i n g  a c r y l a m i d e  g e l  a n d  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  p u r i t y  f r o m  t h e  
c r u d e  s e r u m  t o  t h e  a f f i n i t y - p u r i f i e d  r a b b i t  a n t i b o d i e s .  T o  c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  
r a b b i t  I g G  a n t i b o d y  m o l e c u l e s ,  a  W e s t e r n  b l o t  w a s  a l s o  p e r f o r m e d ,  w h i c h  c a n  b e  s e e n  
i n  F i g u r e  5 . 7  ( B ) .  P r o t e i n s  f r o m  t h e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a  
n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  b y  e l e c t r o p h o r e t i c  b l o t t i n g ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  
2 . 2 . 3 .  T h e  n i t r o c e l l u l o s e  w a s  t h e n  p r o b e d  w i t h  a  h o r s e  r a d i s h  p e r o x i d a s e  ( H R P ) -  
l a b e l l e d  g o a t  a n t i - r a b b i t  I g G  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  r a b b i t  I g G  a n t i b o d i e s  c o n f i r m e d  b y  
a d d i t i o n  o f  a  c h r o m o g e n i c  s u b s t r a t e ,  o - p h e n y l e n e d i a m i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 0 - P D ) .  
F i g u r e  5 . 7 .  ( A )  S D S - P A G E  a n d  ( B )  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o n  t h e  p u r i J i c a t i o n  o f  t h e  a n t i -  
a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s .  ( A )  L a n e s :  ( M )  S i g m a  w i d e  r a n g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  
m a r k e r s ;  ( I )  s e r u m  s a m p l e ,  d i l u t e d  5 l f o l d  i n  P B S ;  ( 2 )  s a t u r a t e d  a m m o n i u m  s u l p h a t e  ( S A S ) -  
p r e c i p i t a t e d  a n t i b o d y  s a m p l e ,  d i l u t e d  2 - f o l d  i n  P B S ;  ( 3 )  p r o t e i n  G  a f i n i t y - p u r i f i e d  p o o l e d  
a n t i b o d y  f r a c t i o n s ,  a p p l i e d  n e a t ;  ( 4 )  s t a n d a r d  c o m m e r c i a l  r a b b i t  Z g G  ( S i g m a ) .  T w o  d i s t i n c t  
b a n d s  a r e  v i s i b l e ,  a t  a p p r o x .  5 0 k D a  a n d  2 5 k D a ,  i n  t h e  a f i n i t y - p u r i f i e d  s a m p l e  ( l a n e  3 ) ,  w h i c h  
r e p r e s e n t  t h e  h e a v y  a n d  E i g h t  c h a i n ,  r e s p e c t i v e l y .  ( B )  L a n e s :  ( M )  A m e r s h a m  B i o s c i e n c e s  f u l l  
r a n g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s ;  ( 1 - 4 )  s a m e  a s  a b o v e .  ? ' h e  h e a v y  c h a i n ,  a t  a p p r o x .  5 0 k D a ,  
c a n  b e  s e e n  c l e a r l y  i n  l a n e s  1 - 4 .  H o w e v e r ,  t h e  l i g h t  c h a i n  b a n d  i s  n o t  v i s i b l e .  T h i s  i s  d u e  t o  
t h e  f a c t  t h a t  t h e  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  w a s  s p e c i f i c  f o r  o n l y  t h e  h e a v y  c h a i n  o f  t h e  a n t i b o d y  ( F c -  
p o r t i o n  s p e c i f i c ) .  
5 . 2 . 4  D e v e l o p m e n t  o f  a n  E L I S A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  P B S  u s i n g  t h e  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  
F o l l o w i n g  g e n e r a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  t h e i r  u s e  i n  a  
c o m p e t i t i v e  i m m u n o a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  w a s  i n v e s t i g a t e d .  
5 . 2 . 4 . 1  C h e c k e r b o a r d  E L I S A  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  c o a t i n g  c o n j u g a t e  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  a n t i b o d y  d i l u t i o n  
I n  o r d e r  f o r  a  c o m p e t i t i v e  E L I S A  t o  f u n c t i o n  e f f e c t i v e l y ,  i t  i s  e s s e n t i a l  t o  o p t i m i s e  
b o t h  t h e  c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c o n j u g a t e  a n d  t h e  o p t i m a l  d i l u t i o n  o f  t h e  
a n t i b o d y  t o  o b t a i n  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  b o t h  f r e e  a n d  i m m o b i l i s e d  a n t i g e n .  A  
c h e c k e r b o a r d  E L I S A  w a s  p e r f o r m e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 5 . 1 . 1 ,  w i t h  t h e  
a f f i n i t y - p u r i f i e d  a n t i b o d i e s  a n d  p l a t e s  c o a t e d  w i t h  A M P - O V A  t o  d e t e r m i n e  t h o s e  
c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  w o u l d  g i v e  t h e  g r e a t e s t  a s s a y  s e n s i t i v i t y .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  
p l o t t e d ,  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 8 .  A n  o p t i m u m  c o n j u g a t e  c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  
1 2 . 5 p g f r n l  o f  A M P - O V A  w a s  d e t e r m i n e d  a s  t h a t  w h i c h  g a v e  t h e  h i g h e s t  a b s o r b a n c e ,  
u s i n g  t h e  m o s t  e c o n o m i c a l  c o n j u g a t e  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  o p t i m a l  a n t i b o d y  d i l u t i o n ,  
i , e .  w h i c h  g a v e  t h e  g r e a t e s t  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  p e r  c h a n g e  i n  a n t i b o d y  d i l u t i o n ,  w a s  
c h o s e n  t o  b e  1 / 2 0 .  
-  5 0 p g / m l  A W O V A  
+  2 5 p g / m l  A  W - O V A  
- +  1 2 . 5 p g / m l  A W - O V A  
6 . 2 5 p g / m l  A W O V A  
-  3 . 1 3 p g / d  A W - O V A  
-  1 . 5 6 p g / d  A W - O V A  
I -  O p g l m l  A l V P O V A  
-  1  O O p g / m l  O V A  
F i g u r e  5 . 8 .  
C h e c k e r b o a r d  E L I S A  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  c o n j u g a t e  c o a t i n g  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  a  c o m p e t i t i v e  E L I S A .  V a r y i n g  
a m p i c i l l i n - O V A  c o a t i r l g  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g i n g  f r o m  0  -  5 0 p g / m l  a n d  a n t i b o d y  d i l u t i o n s  f r o n t  
1 / 2  -  1 / 5 1 2  w e r e  a s s a y e d .  A  1 2 . 5 p g / n i l  c o n j u g a t e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  a n  a n t i b o d j ~  d i l u t i o n  o f  
1 / 2 0  w e r e  c h o s e n  f o r  u s e  i n  a  c o n z p e t i t i v e  E L I S A .  
5 . 2 . 4 . 2  I n t r a -  a n d  i n t e r - a s s a y  v a r i a b i l i t y  s t d i e s  
U s i n g  t h e  o p t i m i s e d  d i l u t i o n s  d e t e r m i n e d ,  a  m o d e l  c o m p e t i t i v e  a s s a y  ( i . e .  f r e e  d r u g  i n  
s o l u t i o n  a n d  s u r f a c e  b o u n d  d r u g  c o n j u g a t e  c o m p e t e  w i t h  o n e  a n o t h e r  t o  b i n d  t o  
a n t i b o d y )  w a s  d e v e l o p e d  f o r  t h e s e  a n t i b o d i e s  i n  P B S  t o  d e t e r m i n e  t h e  a n t i b o d y ' s  
r a n g e  o f  d e t e c t i o n  f o r  a m p i c i l l i n .  P B S  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  d i l u e n t  a s  i t  i s  c h e a p  a n d  
e a s i l y  p r e p a r e d ;  h e n c e  i t s  u s e  i n  r o u t i n e  t e s t i n g .  S t a n d a r d s  o f  a m p i c i l l i n  w e r e  p r e p a r e d  
i n  P B S  r a n g i n g  f r o m  1 . 5  t o  1 0 0 , 0 0 0 n g l m l  a n d  m i x e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  
a n t i b o d y ,  a t  t h e  o p t i m a l  d i l u t i o n  a n d  a d d e d  t o  a  c o a t e d  a n d  b l o c k e d  i m m u n o p l a t e ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o ~ z  2 . 5 . 5 . 1 . 2 .  
I n t r a - a s s a y  ( v a r i a t i o n  w i t h i n  a n  a s s a y )  a n d  i n t e r - a s s a y  ( v a r i a t i o n  b e t w e e n  a s s a y s )  
v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  w e r e  a l s o  p e r f o r m e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  
c o m p e t i t i v e  a s s a y .  T o  c a r r y  o u t  i n t r a - d a y  a s s a y  v a r i a t i o n ,  t h r e e  s e t s  o f  e a c h  s t a n d a r d  
w e r e  a s s a y e d  o n  t h e  s a m e  d a y  ( W o n g  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  T h e  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n  
( C V ' s )  w e r e  d e t e r m i n e d  t o  a s s e s s  t h e  p r e c i s i o n  o f  t h e  a s s a y ,  e x p r e s s i n g  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  m e a n  v a l u e s .  I n t r a -  a n d  i n t e r - d a y  a s s a y  C V ' s  r a n g e d  
f r o m  0 . 9 9 %  t o  1 6 . 4 9 %  a n d  1 . 0 3 %  t o  1 0 . 7 4 % ,  r e s p e c t i v e l y ,  i n d i c a t i n g  a c c e p t a b l e  
r e p r o d u c i b i l i t y  ( i . e  b e l o w  2 0 % )  ( F i n d l a y  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n s  a g r e e d  w i t h  t h e o r e t i c a l  v a l u e s ,  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  v a l u e s  
w e r e  a l s o  c a l c u l a t e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  
a c t u a l  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  p e r c e n t a g e  r e c o v e r i e s  w e r e  a c c e p t a b l e ,  w i t h  v a l u e s  f  2 0 % ,  
( w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  v a l u e s  o f  7 3 %  a n d  1 2 4 %  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  3 9 0 n g l m l  a n d  
9 0 n g I m 1 ,  r e s p e c t i v e l y ) ,  i n d i c a t i n g  t h e  c u r v e  p r o v i d e  a n  a c c u r a t e  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  
s i g m o i d a l  r e p r e s e n t a t i o n  b e t w e e n  t h e  m e a s u r e d  r e s p o n s e  a n d  t h e  l o g a r i t h m  o f  
c o n c e n t r a t i o n  ( F i n d l a y  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  B o t h  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  a n d  C V  v a l u e s  a r e  
s h o w n  i n  T a b l e  5 . 2 .  
F i g z t r e  5 . 9  s h o w s  t h e  i n t e r - d a y  c a l i b r a t i o n  c u r v e  u s i n g  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  w h e r e  
t h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  4 8  a n d  5 0 , 0 0 0 n g l m l .  T h e  m e a n  
a b s o r b a n c e  
o b t a i n e d  a t  e a c h  a m p i c i l l i n  c o n c e n t r a t i o n  
( A )  w a s  d i v i d e d  b y  t h e  
a b s o r b a n c e  v a l u e s  d e t e r m i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  z e r o  d r u g  ( A o ) .  N o r m a l i s e d  
a b s o r b a n c e  v a l u e s  ( M A " )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  a m p i c l l i n  
c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e  a n d  a  f o u r - p a r a m e t e r  e q u a t i o n  w a s  
f i t t e d  t o  t h e  d a t a  t o  g e n e r a t e  a  c a l i b r a t i o n  c u r v e .  
T h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  ( L O D ) ,  a l s o  t e r m e d  t h e  l e a s t  d e t e c t a b l e  d o s e  ( L D D ) ,  i s  t h e  
s m a l l e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e  t h a t  p r o d u c e s  a  s i g n a l  w h i c h  c a n  b e  s i g n i f i c a n t l y  
d i s t i n g u i s h e d  f r o m  z e r o  f o r  a  g i v e n  s a m p l e  m a t r i x  ( H e n n i o n  a n d  B a r c e l o ,  1 9 9 8 ) .  T h i s  
v a l u e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  s e l e c t i n g  t h e  m e a n  n o r m a l i s e d  a b s o r b a n c e  m i n u s  t h r e e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  t h e  n e g a t i v e  s t a n d a r d  ( n o  a m p i c i l l i n )  a n d  w a s  f o u n d  t o  b e  
a p p r o x i m a t e l y  7 3 n g l m l .  H o w e v e r  t h e  a s s a y  s e n s i t i v i t y  d o e s  n o t  c o m p l y  w i t h  t h e  
c u r r e n t  E U  m a x i m u m  r e s i d u e  l i m i t  ( M R L )  o f  4 n g l m l  f o r  a m p i c i l l i n  i n  m i l k .  
t  
1 0  1 0 0  1 0 0 0  1 0 0 0 0  1 0 0 0 0 0  
A m p l c l l l i n  C o n c e n t r a t l o n  ( n g l m l )  
w - t  
1 0  1 0 0  1 0 0 0  1 0 0 0 0  1 0 0 0 0 0  
A m p l c i l l l n  C o n c e n t r a t i o n  ( n g l r n l )  
F i g u r e  5 . 9 .  I n t e r - d a y  c a l i b r a t i o n  c u r v e  f o r  c o m p e t i t i v e  E B A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  f r e e  
a m p i c i l l i n  i n  P B S  u s i n g  t h e  a n t i - a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y .  A M P - O V A  w a s  c o a t e d  a t  
1 2 . 5 p g / m l  a n d p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  a t  a f i n a l  d i l u t i o n  o f  1 / 2 0  w a s  u s e d .  B o u n d  a n t i b o d y  w a s  
d e t e c t e d  u s i n g  a n  a n t i - r a b b i t  H R P - l a b e l l e d  a n t i b o d y  f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  o f  a  c h r o m o g e n i c  
s u b s t r a t e  o - P D .  T h r e e  r e p l i c a t e s  o f  e a c h  s t a n d a r d  w e r e  a n a l y s e d  o n  t h r e e  s e p a r a t e  d a y s  a n d  
t h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  7 3 n g / m l .  
T a b l e  5 . 2 .  I n t e r - d a y  a s s a y  c o e f l c i e n t  o f  v a r i a t i o n  ( C V s )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  f r e e  a m p i c i l l i n  
u s i n g  t h e  a f i n i t y - p u r i f i e d  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  a n a l y s e d  i n  t r i p l i c a t e  o v e r  
t h r e e  d i f f e r e n t  d a y s  a n d  t h e  C V s  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D )  e q r e s s e d  a s  
a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  m e a n  v a l u e  f o r  e a c h  s t a n d a r d .  M e a s u r e d  ( i . e .  b a c k - c a l c u l a t e d  
c o n c e n t r a t i o n s )  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  f o u r - p a r a m e t e r  m o d e l  p r o d u c e d  u s i n g  
B L A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f h v a r e  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  e x p r e s s e d  a s  a  r a t i o  b e t w e e n  
m e a s u r e d  a n d  a d d e d  c o n c e n t r a t i o n s .  
C o n c e n t r a t i o n  
( W ' m l I  
C V  B a c k  c a l c u l a t e d  
( % I  c o n c e n t r a t i o n  
( n g l m l )  
R e c o v e r y  
( % I  
5 . 2 . 5  D e v e l o p m e n t  o f  a  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  u s i n g  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  f o r  
t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  m i l k  
T h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  a n  S P R  b i o s e n s o r  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  i n  m i l k  
a n d  w h e t h e r  i t  w o u l d  d i s p l a y  i n c r e a s e d  a s s a y  s e n s i t i v i t y  w a s  i n v e s t i g a t e d .  
5 . 2 . 5 . 1  P r o d u c t i o n  o f  a  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  a m p i c i l l i n  C M 5  s e n s o r  c h i p  s u r f a c e  
A m p i c i l l i n  w a s  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  o n t o  t h e  s u r f a c e  o f  a  C M 5  c h i p  u s i n g  s t a n d a r d  
a m i n e  c o u p l i n g  c h e m i s t r y ,  a s  d e s c r i b e d  b y  S e c t i o n  2 . 5 . 5 . 2 . 1  a n d  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  
5 . 1 0 .  T h e  C M  d e x t r a n  s u r f a c e  o f  t h e  c h i p  w a s  a c t i v a t e d  w i t h  a  m i x t u r e  o f  N H S  a n d  
E D C  a n d  a  l O m M  s o l u t i o n  o f  a m p i c i l l i n ,  f r e s h l y  p r e p a r e d  i n  5 0 m M  b o r a t e  b u f f e r ,  p H  
8 . 5 ,  w a s  i n j e c t e d  o v e r  t h e  s u r f a c e  a l l o w i n g  t h e  a c t i v a t e d  N H S  e s t e r s  t o  r e a c t  w i t h  t h e  
a m i n e  g r o u p s  o n  t h e  a m p i c i l l i n  m o l e c u l e s .  E t h a n o l a m i n e  w a s  t h e n  p a s s e d  o v e r  t h e  
c h i p  s u r f a c e  t o  c a p  a n y  r e m a i n i n g  N H S  u ~ e a c t e d  s i t e s  a n d  t h e  s u r f a c e  w a s  
c o n d i t i o n e d  w i t h  a n  i n j e c t i o n  o f  1 0 0 m M  N a O H  c o n t a i n i n g  2 0 %  ( v l v )  
d i m e t h y l f o m a m i d e  ( D M F )  f o l l o w e d  b y  a n  i n j e c t i o n  o f  1 0 0 m M  H C l  c o n t a i n i n g  2 0 %  
( v l v )  d i m e t h y l f o r m a m i d e  ( D M F ) .  A  n e g a t i v e  f l o w  c e l l  w a s  a l s o  p r e p a r e d  i n  t h e  s a m e  
w a y ,  h o w e v e r ,  a m p i c i l l i n  w a s  o m i t t e d ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  5 . 1  1 .  
5 . 2 . 5 . 2  B i n d i n g  s t u d i e s  o n  t h e  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  a m p i c i l l i n  s u r f a c e  
P o l y c l o n a l  a n t i - a m p i c i l l i n  a n t i b o d y ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  4 4 y g l m l  i n  
H B S ,  w a s  p a s s e d  o v e r  t h e  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  a m p i c i l l i n  c h i p  s u r f a c e  t o  i n v e s t i g a t e  
s p e c i f i c  b i n d i n g .  A n t i b o d y  w a s  i n j e c t e d  o v e r  t h e  s u r f a c e  f o r  t w o  m i n u t e s  a t  a  f l o w r a t e  
o f  1 0 f l r n i n u t e .  I t  c a n  c l e a r l y  b e  s e e n  f r o m  F i g u r e  5 . 1 2  t h a t  t h e r e  w a s  n e g l i g i b l e  n o n -  
s p e c i f i c  b i n d i n g  ( N S B )  t o  t h e  c o n t r o l  c a p p e d  C M  d e x t r a n  s u r f a c e .  
- 5 0 0 0  !  u  t  t  
0  5 0 0  1 0 0 0  1 5 0 0  2 0 0 0  2 5 0 0  3 0 0 0  
T i m e  ( s )  
F i g u r e  5 . 1 0 .  S e n s o g r a m  i l l u s t r a t i n g  t h e  d i r e c t  c o u p l i n g  o f  a m p i c i l l i n  t o  a  C M 5  s e n s o r  c h i p  
s u r f a c e .  ( A )  N H S E D C  a c t i v a t i o n  o f  t h e  c a r b o x y l  g r o u p s  o n  t h e  d e x t r a n  s u r f a c e ,  ( B )  c o v a l e n t  
c o u l > t i n g  o f  a m p i c i l l i n  t o  t h e  c h i p  s u r f a c e ,  ( C )  d e a c t i v a t i o n  o f  a n y  r e m a i n i n g  a c t i v e  e s t e r s ,  ( D )  
c o n d i t i o n i n g  o f  s u r f a c e  w i t h  a  2  m i n u t e  i n j e c t i o n  o f  i n j e c t i o n  o f  I O O m M  N a O H  c o n t a i n i n g  
2 0 %  ( v / v )  D M F  f o l l o w e d  b y  ( E )  a n  i n j e c t i o n  o f  l O O m M  H C 1  c o n t a i n i n g  2 0 %  ( v / v )  D M F .  A  
f i n a l  l e v e l  o f  2 5 5 R U  o f  c o v a l e n t l y  a t t a c h e d  a m p i c i l l i n  w a s  a c h i e v e d .  
F i g u r e  5 . 1 1 .  S e n s o g r a m  i l l u s t r a t i n g  a c t i v a t i o n  a n d  c a p p i n g  o f  t h e  c o n t r o l  f l o w  c e l l .  ( A )  
N H S / E D C  a c t i v a t i o n  o f  t h e  c a r b o x y l  g r o u p s  o n  t h e  d e x t r a n  s u r f a c e ,  ( B )  i n j e c t i o n  o f  b o r a t e  
b u f f e r  c o n t a i n i n g  n o  a m p i c i l l i n ,  ( C )  d e a c t i v a t i o n  o f  a n y  r e m a i n i n g  a c t i v e  e s t e r s ,  ( D )  h  ( E )  
c o n d i t i o n i n g  o f  s u r f a c e  a s  b e f o r e .  A  f i n a l  r e s p o n s e  o f  a p p r o x i m a t e l y  ORU w a s  a c h i e v e d  a s  
e x p e c t e d .  
{ - -  -  -  - -  -  
-  - .  
-  A m p ~ o l l l ~ n  
-  C o n t r o l  
-  R d e r e n c e  
- 5 0  - l r  1  
- 5 0  0  5 0  1 0 0  1 5 0  2 0 4  
T i m e  ( 5 )  
F i g u r e  5 . 1 2 .  O v e r l a y  s e n s o g r a m  p l o t s  o f  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i - a m p i c i l l i n  a n t i b o d y  b i n d i n g  t o  
t h e  d i r e c t l y  i m n t o b i l i s e d  a m p i c i l l i n  s u 8 a c e  a n d  t h e  c a p p e d  C M  d e x t r a n  s u r f a c e .  T h e  r e s u l t i n g  
' r e a l - t i m e '  r e f e r e n c e  s u b t r a c t i o n  i s  a l s o  s h o w n .  A n t i - a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  4 4 p g / m l  i n  H B S  b u f f e r ,  w a s  p a s s e d  o v e r  e a c h  s u r f a c e  s i m u l t a n e o u s l y  a t  a  
f l o w  r a t e  o f  I O p l / m i n  f o r  t w o  m i n u t e s  a n d  t h e  r e s p o n s e  u n i t s  r e c o r d e d .  N e g l i g i b l e  n o n -  
s p e c i j 7 c  b i n d i n g  t o  t h e  c o n t r o l  s u 8 a c e  w a s  o b s e r v e d .  
5 . 2 . 5 . 3  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  H B S  b u f f e r  u s i n g  
a  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  f o r m a t  
A  p r e l i m i n a r y  a s s a y  w a s  f i r s t  c a r r i e d  o u t  i n  H B S  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  a n  
S P R  b i o s e n s o r  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  u s i n g  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  a s  
d e s c r i b e d  S e c t i o n  2 . 5 . 5 . 2 . 2 .  D i f f e r e n t  a n t i b o d y  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  t e s t e d  o n  t h e  
s u r f a c e  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  i n h i b i t i o n  a t  1 0 0 n g I m l  c o m p a r e d .  A n  o p t i m a l  a n t i b o d y  
c o n c e n t r a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  4 4 p g / m l  w a s  c h o s e n  a s  c o m p r o m i s e  b e t w e e n  
s e n s i t i v i t y  a n d  a n t i b o d y  c o n s u m p t i o n  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  V a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
a m p i c i l l i n  r a n g i n g  f r o m  6  t o  4 0 0 , 0 0 0 n g l m l  w e r e  p r e p a r e d  i n  H B S  a n d  m i x e d  w i t h  a n  
e q u a l  v o l u m e  o f  a n t i b o d y  a t  t h e  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n .  S a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3 0  
m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t o  a l l o w  e q u i l i b r a t i o n  b e f o r e  t h e y  w e r e  e a c h  i n j e c t e d  
s i m u l t a n e o u s l y  o v e r  t h e  a m p i c i l l i n  i m m o b i l i s e d  a n d  c o n t r o l  s u r f a c e .  E a c h  s t a n d a r d  
w a s  i n j e c t e d  i n  t r i p l i c a t e  f o r  2  m i n u t e s  a t  a  f l o w r a t e  o f  1 0 f l m i n u t e  f o l l o w e d  b y  t w o  
3 0  s e c o n d  p u l s e s  o f  1 0 0 m M  N a O H ,  w h i c h  a l l o w e d  c o m p l e t e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c h i p  
s u r f a c e .  T h e  r e s p o n s e ,  w h i c h  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  m a s s  o f  b o u n d  a n a l y t e ,  w a s  
r e c o r d e d  a f t e r  e a c h  i n j e c t i o n .  
T o  d e m o n s t r a t e  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  a s s a y  t h r e e  r e p l i c a t e s  o f  e a c h  c o n c e n t r a t i o n  
w e r e  a n a l y s e d  t o  d e t e r m i n e  i n t r a - a s s a y  v a r i a b i l i t y  a n d  a n a l y s i s  r e p e a t e d  o n  t h r e e  
d i f f e r e n t  d a y s  t o  d e t e r m i n e  i n t e r - a s s a y  v a r i a b i l i t y .  T h e  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n  
( C V ' s )  w e r e  d e t e r m i n e d  t o  a s s e s s  t h e  a s s a y  p r e c i s i o n ,  e x p r e s s i n g  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  
a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  m e a n  v a l u e s .  I n t r a -  a n d  i n t e r - d a y  a s s a y  C V ' s  r a n g e d  f r o m  
0 . 0 8 %  t o  1 . 5 %  a n d  2 . 9 0 %  t o  9 . 9 2 % ,  r e s p e c t i v e l y ,  i n d i c a t i n g  e x c e l l e n t  r e p r o d u c i b i l i t y .  
P e r c e n t a g e  r e c o v e r y  v a l u e s  w e r e  a l s o  e s t i m a t e d  a n d  v a l u e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  m o r e  
a c c u r a t e  a t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a m p i c i l l i n .  C V 7 s  a n d  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  v a l u e s  
a r e  s h o w n  i n  T a b l e  5 . 3 .  
T h e  m e a n  r e s p o n s e  o b t a i n e d  a t  e a c h  a m p i c i l l i n  c o n c e n t r a t i o n  ( R U )  w a s  d i v i d e d  b y  t h e  
r e s p o n s e  d e t e r m i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  z e r o  d r u g  ( R U " ) .  T h e  n o r m a l i s e d  r e s p o n s e s  
( R U I R U " )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  a m p i c l l i n  c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  
B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e  a n d  a  f o u r - p a r a m e t e r  e q u a t i o n  f i t t e d  t o  t h e  d a t a .  F i g u r e  
5 . 1 3  s h o w s  t h e  i n t e r - d a y  c a l i b r a t i o n  c u r v e  u s i n g  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  w h e r e  t h e  
r a n g e  o f  d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  2 4 . 4  a n d  4 0 0 7 0 0 0 n g / m l .  T h e  l i m i t  o f  
d e t e c t i o n  ( L O D )  d e t e r m i n e d  a s  b e f o r e  a n d  w a s  f o u n d  t o  b e  1  l . S n g / m l ,  r e p r e s e n t i n g  a  
6 - f o l d  i n c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  E L I S A .  
F i g u r e  5 . 1 3 .  I n t e r d a y  c c l l h t i n n  c u r v e  , f o r  f h s  i n h i b i t i o n  B i a c o r e  n s s o y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
a t t i p i c i l l i ~  i r a  P B S  ~ r s i n g  t h e  m t i - a n t p i c i l l i r r  p o I y c 1 o n n f  a n f i h d y .  T h r e e  r ~ p l i c a t e s  o f  e a c h  
s t o n d n r d  w e r e  o n a / y s e d  o n  t h r e e  s e p a r a t e  d a y s :  A n t p i c i l l i n  I V U X  i n r r n o b i l i s e d  d i r e c t l y  o n l n  t h e  
. w n , T o r  c h i p  , r u d a c e .  T h e  r a n g e  o f  d e r e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  h a  2 4 . 4  t o  4 W , O O E h r g h n l .  m e  
h i n c J l n f i  r e s p o r t s @  o r  ~ a c h  a n i p  k i l l i n  e o n c e n t r a t i o n  ( R U )  kilos d i v i d e d  b y  t h e  a n t i b o d y  r e s p o n s e  
i n  r h e  a b s e n c e  q f  f i e e  o t ? t p i c i l l b  ( R U o )  m  g i v e  CI n o n n a l i s e d  b i n d i n g  r ~ s p o n s ~  ( R U f R U a ) ,  
~ v h i c h  w a s  p l o t t e d  o g a i n s t  t h e  i n g a r L f h m  o f  a m p i c i l l i n  c o ~ r c e n t r n t i n r ~ .  ? 7 7 c  i n u r - t ~ x i - a y  l i m i t  o f  
a n ~ p i c i l l i ~ r  d e t e c r i o n  ( L O D J  w a s , f o u n d  t o  h e  J I . S n ~ / n t l .  
T a b l e  5 . 3 .  I n t e r - d a y  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  c o e f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  ( C V s )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  f r e e  a m p i c i l l i n  i n  H B S .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  a s s a y e d  i n  t r i p l i c a t e  o v e r  t h r e e  d a y s  a n d  t h e  
C V s  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D )  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  m e a n  
v a l u e  f o r  e a c h  s t a n d a r d .  M e m u r e d  ( i . e .  b a c k - c a l c u l a t e d  c o n c e n t r a t i o n s )  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  
t h e  f o u r - p a r a m e t e r  m o d e l  p r o d u c e d  u s i n g  B Z A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  
r e c o v e r y  e x p r e s s e d  a s  a  r a t i o  b e t w e e n  m e a s u r e d  a n d  a d d e d  c o n c e n t r a t i o n s .  
C o n c e n t r a t i o n  R U / R U o  f  S D  C V  B a c k  c a l c u l a t e d  R e c o v e r y  
( n g l m l )  
( % )  c o n c e n t r a t i o n  ( n g l m l )  
- -  
( % I  
4 0 0 , 0 0 0  0 . 1 3 8  +  0 . 0 0 4  2 . 9 0  N / D  
*  N / D  =  n o t  d e t e r m i n a b l e .  V a l u e s  w e r e  t o o  h i g h  t o  b e  c a l c u l a t e d f r o m  t h e  f o u r - p a r a m e t e r  
m o d e l  p r o d u c e d  w i n g  B Z A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e .  
5 . 2 . 5 . 4  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  p r o c e s s e d  
m i l k  u s i n g  a  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  f o r m a t  
5 . 2 . 5 . 4 . 1  N o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  s t u d i e s  
T h e  f e a s i b i l i t y  o f  d e t e c t i n g  a m p i c i l l i n  i n  a  f o o d  m a t r i x  s u c h  a s  m i l k  a n d  i t s  p o s s i b l e  
m a t r i x  e f f e c t s  o n  t h e  o p t i c a l  b i o s e n s o r  w e r e  f i r s t  i n v e s t i g a t e d .  M i l k  c o m p o s e s  o f  
w a t e r  ( 8 7 % ) ,  p r o t e i n s  ( 3 . 3 % ) ,  l i p i d s  ( 3 . 7 % ) ,  c a r b o h y d r a t e s  ( 4 . 7 % )  a n d  e n z y m e s ,  
v i t a m i n s  a n d  m i n e r a l  s a l t s  w i t h  a  p H - 6 . 7  ( A e r t s  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  P a s t e u r i s e d  a n d  
h o m o g e n i s e d  m i l k ,  w i t h  a  3 . 5 %  f a t  c o n t e n t  ( A v o n m o r e )  w a s  p u r c h a s e d  l o c a l l y  a n d  
u s e d  i n  a l l  d e v e l o p m e n t .  T o  m i n i m i s e  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  ( N S B )  e f f e c t s ,  a l l  m i l k  
w a s  f r a c t i o n a t e d  i n t o  a  l i p i d  a n d  a q u e o u s  p h a s e  b y  m e a n s  o f  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e  
l i p i d  l a y e r  r e m o v e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 5 . 2 . 3 .  T h i s  m e t h o d ,  r e f e r r e d  t o  a s  
" d e f a t t i n g " ,  h a s  c o m m o n l y  b e e n  u s e d  ( S t e r n e s j o  e t  a l . ,  1 9 9 5 ;  S t r a s s e r  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  
a n d  h a s  s h o w n  t o  h a v e  n o  e f f e c t  o n  t h e  r e s u l t i n g  a n t i b i o t i c  c o n c e n t r a t i o n  ( Z h i  e t  a l . ,  
2 0 0 1 ) .  B o t h  n e a t  a n d  d i l u t e d  ( 2 - f o l d  i n  H B S )  d e - f a t t e d  m i l k  s a m p l e s  w e r e  i n j e c t e d  
o v e r  b o t h  t h e  a m p i c i l l i n  i m m o b i l i s e d  a n d  c o n t r o l  f l o w  c e l l  t o  e v a l u a t e  t h e  d e g r e e  o f  
N S B .  S a m p l e s  w e r e  i n j e c t e d  f o r  2  m i n u t e s  a t  a  f l o w r a t e  o f  1 0 p V m i n  a n d  t h e  s u r f a c e  
f u l l y  r e g e n e r a t e d  w i t h  a  3 0  s e c o n d  i n j e c t i o n  o f  5 m M  N a O H .  T h e  N S B  f o r  b o t h  
p r e p a r a t i o n s  w a s  t h e  s a m e ,  i n d i c a t i n g  t h a t  d i l u t i o n  o f  t h e  d e - f a t t e d  m i l k  h a d  m i n i m a l  
e f f e c t  w i t h  a  n o r m a l i s e d  r e s p o n s e  o f  b e t w e e n  8 0  t o  9 0 R U  o b t a i n e d  f o r  b o t h  d i l u t e d  
a n d  n e a t  s a m p l e s ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  5 . 1 4 .  
T h e  N S B  r e s p o n s e  o b s e r v e d  f o r  a  n u m b e r  o f  d e f a t t e d  m i l k  s a m p l e s  ( n = 2 0 )  w a s  f o u n d  
t o  b e  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  i n  t e r m s  o f  r e s p o n s e  u n i t s  ( R U )  w i t h  a n  a v e r a g e  v a l u e  o f  
a p p r o x i m a t e l y  8 6 f  5 R U .  T h r o u g h o u t  a l l  f u r t h e r  a n a l y s i s  t h e  r e s p o n s e  o b t a i n e d  f r o m  
d e f a t t e d  m i l k  ( c o n t a i n i n g  n o  f r e e  a m p i c i l l i n  o r  a n t i b o d y )  w a s  s u b t r a c t e d  f r o m  a l l  
o t h e r  r e s p o n s e  v a l u e s .  
n o  a & d y  h $ c t 9  9w t h e  d i m & &  i n m t o b i l i s e d  m p i $ i l E h  SM- m d  ~ o n t r d  m @ m .  
? % e n  t h e  d u d  ,{2-&2d i n  H B S )  & f a &  m i l k  w u *  paasd o v e r  Sth t h e  a n r p i c f l l i n  a d  
- I '  S @ W  Q  w p g e  d  I 3 S R . U  md M U  w a 8  o b ~ r l h d  m q m c f w t y .  A  h d g k  
-  A n p l c i l l i n  
-  C o n t r o l  
-  R e f e r e n c e  
- 5 0  0  5 0  1 0 0  1 5 0  2 0 0  2 5 0  3 0 0  3 5 0  
T i m e  ( s )  
F i g u r e  5 . 1 5 .  O v e r l a y  s e n s o g r a m  p l o t s  o f  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i - a m p i c i l l i n  a n t i b o d y  b i n d i n g  t o  
t h e  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  a m p i c i l l i n  s u r f a c e  a n d  t h e  c a p p e d  C M  d e x t r a n  s u r f a c e .  T h e  a n t i -  
a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  p r e p a r e d  i n  d e f a t t e d  m i l k  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 4 p g / m l ,  w a s  
p a s s e d  o v e r  e a c h  s u r S a c e  s i m u l t a n e o u s l y  a t  a  f l o w  a r t e  o f  l O p l / m i n  f o r  2  m i n u t e s ,  t h e  
r e s p o n s e  r e c o r d e d  a n d  t h e  s u r f a c e  f u l l y  r e g e n e r a t e d  f o l l o w i n g  t w o  3 0  s e c o n d  i n j e c t i o n s  o f  
I O O m M  N a O H .  A p p r o x i m a t e l y  4 5 5 R U  o f  a n t i b o d y  b o u n d  t o  t h e  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  
a m p i c i l l i n  s u r S a c e .  H o w e v e r ,  a  r e s p o n s e  o f  7 2 R U  w a s  o b s e r v e d  w h e n  t h e  a n t i b o d y  p r e p a r e d  
i n  m i l k  w a s  p a s s e d  o v e r  t h e  c o n t r o l  s u r f a c e ,  i n d i c a t i n g  a  s m a l l  d e g r e e  o f  N S B  t o  t h e  d e x t r a n  
s u r f a c e .  T h e r e f o r e ,  t h r o u g h o u t  a n a l y s i s ,  t h e  f i n a l  r e p o r t  r e s p o n s e  w a s  c o r r e c t e d  f o r  t h e  
r e s p o n s e  o f  t h e  c o n t r o l  f l o w  c e l l .  T h e  r e s u l t i n g  ' r e a l - t i m e '  r e f e r e n c e  s u b t r a c t i o n  s e n s o g r a m  i s  
s h o w n  a b o v e .  
5 . 2 . 5 . 4 . 2  E v a l u a t i o n  o f  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  a m p i c i l l i n  s u r f a c e  s t a b i l i t y  
F o r  a  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  t o  b e  c o s t  e f f e c t i v e ,  e a c h  i m m o b i l i s e d  f l o w  c e l l  s h o u l d  b e  
c a p a b l e  o f  a n a l y s i n g  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s a m p l e s .  H e n c e  f o r  m u l t i p l e  a n a l y s e s ,  a  s t a b l e  
s u r f a c e  a n d  a n  e f f i c i e n t  r e g e n e r a t i o n  p r o c e s s  i s  i m p e r a t i v e .  T o  a s s e s s  t h e  s t a b i l i t y  o f  
t h e  a m p i c i l l i n  i m m o b i l i s e d  s u r f a c e ,  m u l t i p l e  ( i .  e .  5 0 )  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s  o n  
w e r e  p e r f o r m e d .  
P o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 4 p g l r n l  i n  p r o c e s s e d  d e f a t t e d  m i l k ,  w a s  
i n j e c t e d  o v e r  t h e  s e n s o r  s u r f a c e  a t  a  f l o w r a t e  o f  1 0 p U m i n  f o r  2  m i n u t e s  a n d  s p e c i f i c  
b o u n d  a n t i b o d i e s  r e m o v e d  w i t h  t w o  3 0  s e c o n d  p u l s e s  o f  l O O m M  N a O H .  T h e r e  w a s  
n o  d e c r e a s e  i n  b i n d i n g  r e s p o n s e  r e c o r d e d  o v e r  t h e  f i f t y  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s ,  
i n d i c a t i n g  t h e  s u r f a c e  w a s  s t a b l e  a n d  c o u l d  b e  s u c c e s s f u l l y  r e g e n e r a t e d  w i t h o u t  a n y  
l o s s  o f  b i n d i n g  a c t i v i t y  ( F i g u r e  5 . 1 6 ) .  H o w e v e r ,  a  s l i g h t  v a r i a t i o n  ( < 2 % )  i n  b i n d i n g  
r e s p o n s e  w a s  o b s e r v e d  b u t  t h o u g h t  t o  b e  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n c e  i n  c o m p o s i t i o n  o f  e a c h  
m i l k  p r e p a r a t i o n .  
I  1 1  2 1  3 1  4 1  
R e g e n e r a t i o n  C y c l e  N u r n  b e r  
F i g u r e  5 . I 6 .  T y p i c a l  r e g e n e r a t i o n  p r o f i l e  f o r  f i f t y  c o n s e c u t i v e  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s  
o f  a  2  m i n u t e  p u l s e  o f  p u r i f i e d  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  i n  p r o c e s s e d  m i l k  t o  t h e  s u r f a c e  o f  a  c h i p  
i m m o b i l i s e d  w i t h  a m p i c i l l i n .  A n t i b o d y ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 4 p g / m l ,  w a s  u s e d  a n d  t h e  
s u r f a c e  r e g e n e r a t e d  w i t h  t w o  3 0  s e c o n d  p u l s e s  o f  l O O m M  N a O H .  T h e r e  w a s  n e g l i g i b l e  
d e c r e a s e  i n  b i n d i n g  a c t i v i t y  w i t h  o n l y  a  1 . 8 6 %  v a r i a t i o n  w i t h i n  b i n d i n g  r e s p o n s e s  o b s e r v e d  
o v e r  t h e f i h  c o n s e c u t i v e  c y c l e s .  
5 . 2 . 5 . 4 . 3  D e v e l o p m e n t  o f  a  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
a m p i c i l l i n  i n  p r o c e s s e d  m i l k  
P r o c e s s e d  d e f a t t e d  m i l k  w a s  s p i k e d  w i t h  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a m p i c i l l i n ,  r a n g i n g  
f r o m  1 . 5  t o  4 0 0 , 0 0 0 n g I r n 1 ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 5 . 2 . 2 ,  a n d  m i x e d  w i t h  a n  e q u a l  
v o l u m e  o f  a n t i b o d y  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 4 d m l .  S a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3 0  
m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t o  a l l o w  e q u i l i b r a t i o n  b e f o r e  t h e y  w e r e  e a c h  i n j e c t e d  
s i m u l t a n e o u s l y  o v e r  t h e  a m p i c i l l i n  i m m o b i l i s e d  a n d  c o n t r o l  s u r f a c e .  E a c h  s t a n d a r d  
w a s  i n j e c t e d  i n  t r i p l i c a t e  f o r  2  m i n u t e s  a t  a  f l o w r a t e  o r  I O p V m i n u t e ,  f o l l o w e d  b y  t w o  
3 0  s e c o n d  p u l s e s  o f  l O O m M  N a O H .  T h e  o v e r l a i d  s e n s o g r a m s ,  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1 7  
( A )  a n d  ( B ) ,  i l l u s t r a t e  t h e  d e c r e a s i n g  r e s p o n s e  w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
a m p i c i l l i n .  
0  n g l m l  
1 . 5  n g l m l  
6  n u m l  
2 4  r g l m l  
9 8  r g l m l  
3 9 1  n @ m l  
1 , 5 6 3  n g / m l  
6 , 2 5 0  n g l m l  
2 5 , 0 0 0  n g / m l  
1 0 0 , 0 0 0  n g / m l  
4 0 0 , 0 0 0  n g l m l  
N o  a n l i b o d y  o r  d r u g  
F i g u r e  5 . 1 7 .  ( A )  O v e r l a y  p l o t  s h o w i n g  t h e  d e c r e a s i n g  r e s p o n s e  u n i t s  ( R U )  w i t h  e a c h  
i n c r e a s e  i n  a m p i c i l l i n  c o n c e n t r a t i o n .  A m p i c i l l i n  s t a n d a r d s ,  p r e p a r e d  i n  d e f a t t e d  m i l k  w e r e  
m i x e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  t h e  a n t i - a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  a n d  i n j e c t e d  o v e r  t h e  
d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  a n t p i c i l l i n  a n d  c o n t r o l f l o w  c e l l s .  
F i g u r e  5 . 1 7 .  ( B )  O v e r l a y  p l o t  s h o w i n g  t h e  d e c r e a s i n g  r e s p o n s e  u n i t s  ( R U )  w i t h  e a c h  
i n c r e a s e  i n  a m p i c i l l i n  c o n c e n t r a t i o n  f o l l o w i n g  s u b t r a c t i o n  o f  t h e  n o n - s p e c i f i c  r e s p o n s e  f r o m  
d e f a t t e d  m i l k .  
6 0 0  -  
T o  d e m o n s t r a t e  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  a s s a y  b o t h  i n t r a -  a n d  i n t e r - v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  
w e r e  p e r f o r m e d .  I n t r a -  a n d  i n t e r - d a y  a s s a y  C V ' s  r a n g e d  f r o m  0 . 1 4 %  t o  8 . 2 2 %  a n d  
2 . 0 5 %  t o  1 7 . 3 0 % ,  r e s p e c t i v e l y ,  i n d i c a t i n g  a d e q u a t e  r e p r o d u c i b i l i t y  ( i . e .  l e s s  t h a n  
2 0 % ) .  T h e  C V ' s  w e r e  f o u n d  t o  b e  h i g h e r  t h a n  t h a t  c a l c u l a t e d  w h e n  t h e  a s s a y  w a s  
d e v e l o p e d  i n  H B S .  T h i s  w a s  t h o u g h t  t o  b e  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  e a c h  
t r e a t e d  m i l k  s a m p l e  a n d  t h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e  m a t r i x .  P e r c e n t a g e  r e c o v e r y  v a l u e s  
i n d i c a t e d  a d e q u a t e  a c c u r a c y ,  w i t h  m a j o r i t y  o f  v a l u e s  b e l o w  2 0 % .  C V ' s  a n d  
p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  v a l u e s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  5 . 4 .  N o r m a l i s e d  a b s o r b a n c e  v a l u e s  
( R U / R U o )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g  o f  a m p i c l l i n  c o n c e n t r a t i o n  t o  g e n e r a t e  a  
c a l i b r a t i o n  c u r v e  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e .  F i g u r e  5 . 1 8  s h o w s  t h e  i n t e r - d a y  
c a l i b r a t i o n  c u r v e  u s i n g  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  w h e r e  t h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  w a s  
f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  6  a n d  1 0 0 , 0 0 O n g / r n l .  T h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  ( L O D )  w a s  
d e t e r m i n e d  a s  b e f o r e ,  b y  s e l e c t i n g  t h e  m e a n  n o r m a l i s e d  a b s o r b a n c e  m i n u s  t h r e e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  t h e  n e g a t i v e  s t a n d a r d  ( n o  d r u g ) .  T h i s  v a l u e  w a s  f o u n d  t o  b e  
5 0 0  -  
4 0 0  -  
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-  1 . 5 6 3  @ m l  
 
6 , 2 5 0  @ m l  
B  
I  
I  
.. 
- 2 0 0  -  
- 3 0 0 .  
-  2 5 , 0 0 0  @ m l  
1 0 0 , 0 0 0  n g ' m l  
-  ~ , O O O  @ r n l
-  N o  a n t i b o d y  o r  d u g  
1  
- 2 5  2 5  7 5  1 2 5  1  7 5  
T i m e  ( 9 )  
3 . 6 n g l m 1 ,  w h i c h  i s  b e l o w  t h e  r e q u i r e d  s e n s i t i v i t y  s e t  o u t  b y  t h e  E U  M R L  o f  4 n g I m l  
( E E C  r e g u l a t i o n  n o .  2 3 7 7 1 9 0 ) .  
T h e  o v e r l a i d  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  c a l i b r a t i o n  c u r v e s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  
i n  H B S  a n d  d e f a t t e d  p r o c e s s e d  m i l k  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1 9 .  R e s p o n s e  v a l u e s  w e r e  
n o r m a l i s e d  b y  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  t o  % B I B "  a c c o r d i n g  t o :  
w h e r e  R U  i s  t h e  r e s p o n s e ,  R U o  i s  t h e  r e s p o n s e  a t  z e r o  d o s e  o f  a n a l y t e  a n d  R u e x c e s ,  i s  
t h e  r e s p o n s e  a t  e x c e s s  o f  a n a l y t e .  T h e  a s s a y s  e m p l o y i n g  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  i n  
H B S  a n d  m i l k  d i s p l a y e d  s i m i l a r  s e n s i t i v i t i e s  w i t h  a n  I C s o  o f  1 . 3 8 p g l m l  a n d  1 . 6 8 p g l m l  
f o r  a m p i c i l l i n ,  r e s p e c t i v e l y .  
A m p i c l l l i n  C o n c e n t r a t i o n  ( n g l m l )  
+  
0 . 0 1 5 -  
a  
- 5 s - 3  -  
- 0 . 0 2 5  j  _ .  . ,  t  
1  1 0  1  0 0  1 0 M )  1 0 0 0 0  1 0 0 0 0 0  
A m p i c i l l i n  C o n c e n t r a t i o n  ( n g l m l )  
F i g u r e  5 . 1 8 .  I n t e r - d a y  c a l i b r a t i o n  c u r v e  f o r  t h e  i n h i b i t i o n  B i a c o r e  a s s a y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
a m p i c i l l i n  i n  p r o c e s s e d  m i l k  u s i n g  t h e  a n t i - a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y .  A  c a l i b r a t i o n  
c u r v e  w a s  c o n s t r u c t i n g  b y  p l o t t i n g  t h e  m e a n  ( n = 3 )  n o m a l i s e d  r e s p o n s e  f o r  e a c h  a m p i c i l l i n  
c o n c e n t r a t i o n .  T h r e e  r e p l i c a t e s  o f  e a c h  s t a n d a r d  w e r e  a n a l y s e d  o n  t h r e e  s e p a r a t e  d a y s .  
A m p i c i l l i n  w a s  i m m o b i l i s e d  d i r e c t l y  o n t o  t h e  s e n s o r  c h i p  s u # a c e .  T h e  a s s a y  w a s  f o u n d  t o  
h a v e  a  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  o f  6  t o  1 0 0 , 0 0 O n g / m l  a n d  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  3 . 6 n g / m l .  
T a b l e  5 . 4 .  I n t e r - d a y  a s s a y  c o e f l c i e n t  o f  v a r i a t i o n  ( C V s )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  f r e e  a m p i c i l l i n  
p r o c e s s e d  m i l k  u s i n g  a n  S P R  b i o s e n s o r .  E a c h  s t a n d a r d  w a s  a s s a y e d  o v e r  t h r e e  d a y s  a n d  t h e  
C V s  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D )  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  m e a n  
v a l u e  f o r  e a c h  s t a n d a r d .  M e a s u . r e d  c o n c e n t r a t i o n s  ( i . e .  b a c k - c a l c u l a t e d  c o n c e n t r a t i o n s )  w e r e  
c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  f o u r - p a r a m e t e r  m o d e l  f i t t e d  t o  t h e  a s s a y  d a t a  u s i n g  B I A  e v a l u a t i o n  4 . 0 1  
s o f t w a r e  a n d  p e r c e n t a g e  
r e c o v e r i e s  e x p r e s s e d  a  r a t i o  b e t w e e n  m e a s u r e d  a n d  a d d e d  
c o n c e n t r a t i o n s .  
C o n c e n t r a t i o n  R U / R U o  i  S D  C V  B a c k  c a l c u l a t e d  R e c o v e r y  
( n g ' m  
(  %  )  c o n c e n t r a t i o n  ( n g l r n l )  
( % I  
~ f l k  
W  H B S  
F i g u r e  5 . 1 9 .  
I n h l h i t i m  B i a c o r e  a s s a y  f a r  r h e  d e s e c s i o n  q f  a m p i c i l l i n  i n  H B S  b u f f e r  a n d  
& f a t t e d  p r o c e s s e d  m i l k .  N n m t a l i s e d  r e s p o n s e  v a l t c ~ . ~  [ e x p r e s s e d  n s  % B / B f l )  w e r e  p l o t r d  
a g a i n s f  t h e  l ~ ~ a r i r h n r  o f  a n ~ p i c i l l i r a  c o n c e n t r a t i i m  ususing B i a e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s q f r w n r e  a n d  a  
+ f o u r - p u r a r t r e t e r  ~ q ~ d n t i c m  , f i t t e d  t o  t h e  d a d o .  V I E  r C S a  v a l u e s  f i r  r h e  a s s i ~ y s  e m p l o y i n g  t l t e  
p o l y l o r r u i  a n t i b o d y  w e r e  f o u n d  t o  b e  1 . 3 8 1 1 g / m l  a n d  J . b R p g h a f  f o r  n r r r p i c i l l i r s  i n  H B 5  arm' 
m i l k  r e s p e c t i v e l r y .  
5 . 2 . 5 . 4 . 4  C r o s s - R e a c t i v i t y  S t u d i e s  
T o  d e t e r m i n e  t h e  d e g r e e  o f  c r o s s - r e a c t i v i t y  o f  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  t h e  B i a c o r e  
a s s a y  w a s  p e r f o r m e d ,  a s  b e f o r e ,  w i t h  s i x  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  p e n i c i l l i n s  a n d  t w o  
m e m b e r s  o f  c e p h a l o s p o r i n s ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  5 . 2 0 .  S t a n d a r d s  o f  e a c h  p o t e n t i a l  c r o s s -  
r e a c t a n t ,  r a n g i n g  f r o m  1 . 5  t o  4 0 0 , 0 0 0 n g / m l ,  w e r e  p r e p a r e d  i n  m i l k  a n d  m i x e d  w i t h  a n  
e q u a l  v o l u m e  o f  a n t i b o d y  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 4 p g l m l .  S a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  
3 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t o  a l l o w  e q u i l i b r a t i o n  a n d  i n j e c t e d  s i m u l t a n e o u s l y  
o v e r  t h e  a m p i c i l l i n  i m m o b i l i s e d  a n d  c o n t r o l  s u r f a c e  f o r  2  m i n u t e s  a t  a  f l o w r a t e  o r  
1 0 p V m i n u t e .  N o r m a l i s e d  r e s p o n s e s  ( R U / R U o )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g  o f  
c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  s o f t w a r e .  
P e r c e n t a g e  c r o s s - r e a c t i v i t i e s  ( % C R 9 0  a n d  % C R 5 0 ) ,  w e r e  e s t i m a t e d  b y  c o m p a r i n g  t h e  
r e l e v a n t  L D D 9 0  a n d  I C s o  v a l u e s  o f  t h e  p o t e n t i a l  c r o s s - r e a c t a n t s  t o  t h o s e  v a l u e s  o f  t h e  
a n t i g e n  ( i . e .  a m p i c i l l i n )  ( H e n n i o n  a n d  B a r c e l o ,  1 9 9 8 ) ,  w h e r e  t h e  I C s o  v a l u e  i s  t h e  
a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  t h a t  r e s u l t s  i n  5 0 %  i n h i b i t i o n  a n d  t h e  L D D 9 0  i s  t h e  l e a s t  
d e t e c t a b l e  d o s e  t h a t  r e s u l t s  i n  1 0 %  i n h i b i t i o n .  R e s u l t s ,  l i s t e d  i n  T a b l e  5 . 5 ,  i n d i c a t e d  
t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  w a s  s p e c i f i c  t o  a m p i c i l l i n  w i t h  m i n i m a l  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  
s i m i l a r  p e n i c i l l i n  c o m p o u n d s  a n d  n o  d e t e c t a b l e  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  c e p h a l o s p o r i n  
c o m p o u n d s .  
T a b l e  5 . 5 .  P e r c e n t a g e  c r o s s - r e a c t i v i t y  ( C R )  v a l u e s  o f  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  t o  v a r i o u s  
p o t e n t i a l  c r o s s - r e a c t a n t s .  
C o m p o u n d  L D D w  ( n g l m l )  I C S O  ( n g / m l )  C R g o  ( % I  C R s o  ( % )  
A m p i c i l l i n  
C a r b e n i c i l l i n  
6 - A P A  
C l o x a c i l l i n  
A m o x i c i l l i n  
O x a c i l l i n  
D i c l o x a c i l l i n  
7 - A D A C  
C e p h a l e x i n  
3 , 0 0 0  
8 , 5 0 0  
N / D  
4 5 0 , 0 0 0  
6 0 0 , 0 0 0  
5 0 0 , 0 0 0  
6 5 0 , 0 0 0  
N / D  
N I D  
1 0 0  
3 5 . 2 9  
N / D  
0 . 6 7  
0 . 5 0  
0 . 6 0  
0 . 4 6  
N / D  
N I D  
*  N D  =  n o t  d e t e r m i n a b l e ;  t h e  a m p i c i l l i n  c o n c e n t r a t i o n  r e q u i r e d  t o  r e a c h  t h e  I C 5 0  v a l u e  w a s  
g r e a t e r  t h a n  l m g / m l .  L D D g o  =  l e a s t  d e t e c t a b l e  d o s e  t h a t  r e s u l t s  i n  1 0 %  i n h i b i t i o n .  
F i g t i r e  5 . 2 0 .  C l ~ e t t ~ i c o l  s t r 1 ~ c t l i r e . 7  o f  t h e  p o t e n  r i a l  c r o s s - r e a c m m t , r  c m a l y s e d .  T h e  c n l r r r r r n t j  p -  
l a c t a n 7  r i r l g  c o r e  s f r r r c t r r r e  i s  h i g h l i ~ k t e d  w i t h  v n r i a l r i l i  f y  i n  t h e  s r r ~ r c t r r r e ,  c a r t . ~ e d  i u t o  s i d e  
c h a i n  ~ m u p s .  
5 . 2 . 6  D e v e l o p m e n t  o f  a  b i o c h i p - b a s e d  a s s a y  u s i n g  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  f o r  
t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  
A l t h o u g h  t h e r e  a r e  a  n u m b e r  o f  a s s a y s  d e s c r i b e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  i n  m i l k ,  t h e r e  i s  s t i l l  a  d e f i n i t e  n e e d  f o r  a  p o r t a b l e  s y s t e m  t h a t  c a n  
e a s i l y  b e  u s e d  i n  n o n - l a b  e n v i r o n m e n t s  b u t  w h i c h  c a n  s t i l l  p r o v i d e  t h e  n e c e s s a r y  
s e n s i t i v i t y  a n d  s p e e d  o f  a n a l y s i s .  T h u s ,  a  n o v e l ,  d i s p o s a b l e ,  a n t i b o d y - b a s e d  b i o - c h i p  
s e n s o r  w a s  d e v e l o p e d  b y  a  r e s e a r c h  g r o u p  l e d  b y  P r o f .  M a c C r a i t h  o f  t h e  N a t i o n a l  
C e n t r e  f o r  S e n s o r  R e s e a r c h  ( N C S R ) ,  D C U .  
T h e  d i s p o s a b l e  b i o - c h i p  d e t e c t i o n  s y s t e m  i s  b a s e d  o n  f l u o r e s c e n c e  s o  t h e  f i r s t  s t e p  
w a s  t o  d e v e l o p  a  w o r k i n g  a s s a y  i n  p l a t e  f o r m a t  w i t h  f l u o r e s c e n t l y  l a b e l l e d  r e a g e n t s .  
F o r  t h i s  p u r p o s e ,  a m p i c i l l i n  w a s  b i o t i n y l a t e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 5 . 3 . 1 ,  f o r  u s e  
i n  a  c o m p e t i t i v e  a s s a y ,  w h e r e b y  u n l a b e l l e d  a m p i c i l l i n  c o m p e t e s  f o r  a n t i b o d y  b i n d i n g  
s i t e s  w i t h  a  k n o w n  q u a n t i t y  o f  b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n .  ~ z - ~ i n k ~ ~  S u l f o - N H S - L C -  
B i o t i n  ( P i e r c e )  w a s  l i n k e d  t o  t h e  p r i m a r y  a m i n e  g r o u p  o f  a m p i c i l l i n ,  a s  o u t l i n e d  i n  
F i g u r e  5 . 2 1  a n d  t h e  b i o t i n y l a t e d  a n t i b i o t i c  c o u l d  t h e n  b e  t r a c e d  u s i n g  a  c o m m e r c i a l l y  
a v a i l a b l e  S t r e p t a v i d i n - C y 5  ( A m e r s h a m  B i o s c i e n c e s ) .  I n  t h i s  m a n n e r ,  t h e  d e t e c t e d  
f l u o r e s c e n c e  w a s  r e d u c e d  i n  d i r e c t  p r o p o r t i o n  t o  t h e  a n t i b i o t i c  c o n c e n t r a t i o n .  
U n r e a c t e d  b i o t i n  r e m o v e d  b y  a d d i t i o n  o f  A f f i g e l  1 0 2  ( B i o - R a d )  i n  e x c e s s  a n d  B I O -  
A M P  r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  
5 . 2 . 6 . 1  F l u o r e s c e n c e  i m m u n o a s s a y  ( F I A )  d e v e l o p m e n t  
T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  r e a g e n t s  a n d  a l l  a s p e c t s  o f  t h e  a s s a y  w e r e  o p t i m i s e d  i n i t i a l l y  
o n  a  p l a t e  f o r m a t  b e f o r e  b e i n g  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  b i o - c h i p  s y s t e m .  
5 . 2 . 6 . 1 . 1  C h e c k e r b o a r d  F Z A  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  a n t i b o d y  a n d  
r e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n s  
A  c h e c k e r b o a r d  E L I S A  w a s  p e r f o r m e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 5 . 3 . 2  t o  d e t e r m i n e  
t h o s e  c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  w o u l d  g i v e  t h e  g r e a t e s t  a s s a y  s e n s i t i v i t y .  A n  i m m u n o p l a t e  
w a s  c o a t e d  w i t h  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  
a n d  b l o c k e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  2 %  ( w l v )  B S A .  V a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  
b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n  ( B I O - A M P )  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  t h e  p l a t e  a n d  t h e  a m o u n t  o f  
b o u n d  B I O - A M P  d e t e c t e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  s t r e p t a v i d i n - C y 5 .  T h e  r e s u l t i n g  
f l u o r e s c e n c e  r e s p o n s e  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a  T e c a n  s a f i r e 2  p l a t e  r e a d e r  a n d  t h e  r e s u l t s  
w e r e  p l o t t e d ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  5 . 2 2 .  A n  o p t i m u m  c o n j u g a t e  c o a t i n g  
c o n c e n t r a t i o n  o f  4 . 3 8 p g J m l  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  w a s  d e t e r m i n e d  a s  t h a t  w h i c h  g a v e  
t h e  h i g h e s t  f l u o r e s c e n c e ,  u s i n g  t h e  m o s t  e c o n o m i c a l  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  o p t i m a l  B I O -  
A M P  d i l u t i o n  t h a t  g a v e  t h e  g r e a t e s t  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  p e r  c h a n g e  i n  a n t i g e n  
d i l u t i o n  w a s  c h o s e n  t o  b e  1 / 1 2 0 .  
A  c h e c k e r b o a r d  w a s  a l s o  p e r f o r m e d  i n  t h e  s a m e  m a n n e r  w i t h  v a r y i n g  d i l u t i o n  o f  B I O -  
A M P  a n d  S t r e p t a v i d i n - C y 5  ( S t r e p - C y 5 )  a g a i n s t  a  p l a t e  c o a t e d  w i t h  t h e  o p t i m a l  
d i l u t i o n  o f  a n t i b o d y  ( 4 . 3 8 p g / m l )  t o  d e t e r m i n e  t h e  o p t i m a l  d i l u t i o n  o f  t h e  f l u o r e s c e n t l y  
l a b e l l e d  t r a c e r ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 5 . 3 . 3 .  T h e  o p t i m a l  B I O - A M P  d i l u t i o n  w a s  
a g a i n  f o u n d  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  1 1 1 2 0  u s i n g  S t r e p - C y 5  a t  a  d i l u t i o n  o f  1 1 8 0 0  ( i . e .  t h e  
d i l u t i o n  w h i c h  g a v e  t h e  h i g h e s t  f l u o r e s c e n c e  w h i l e  b e i n g  t h e  m o s t  e c o n o m i c a l l y  
v i a b l e ) ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  5 . 2 3 .  
H o w e v e r ,  a  h i g h  d e g r e e  o f  N S B  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  B I O - A M P  a n d  b l o c k i n g  
s o l u t i o n  ( B S A )  a s  d e m o n s t r a t e d  i n  F i g u r e  5 . 2 2 .  W h e n  n o  a n t i b o d y  w a s  c o a t e d  o n  t h e  
s u r f a c e  a  h i g h  s i g n a l  w a s  s t i l l  o b s e r v e d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  v a r y i n g  d i l u t i o n s  o f  
B I O - A M P .  T h e r e f o r e  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  o p t i m i s e  b o t h  b l o c k i n g  a n d  d i l u e n t  r e a g e n t s  
t o  e s t a b l i s h  t h e  o p t i m u m  r e a g e n t  t h a t  w o u l d  g i v e  m i n i m a l  N S B .  
F i g u r e  5 . 2 1 .  B i o t i n y l a t i o n  o f  a m p i c i l l i n  u s i n g  E Z - L ~ ~ ~ T ~  S u l f o - N H S - L C - B i o t i n  r e a g e n t  
( P i e r c e ) .  T h e  N - h y d r o x y s u l f o s u c c i n i m i d e  ( S u l f o - N H S )  e s t e r s  o f  b i o t i n  r e a c t  w i t h  t h e  p r i m a r y  
a m i n e  g r o u p  ( - N H 2 )  i n  p H  7 - 9  b u f f e r s  t o  f o r m  s t a b l e  a m i d e  b o n d s .  T h e  b i o t i n  d e r i v a t i v e  h a s  a  
m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  5 5 6 . 5 9 D a ,  a  s p a c e r  a r m  l e n g t h  o f 2 2 . 4 A  a n d  i s  w a t e r - s o l u b l e .  
-  
F i g u r e  5 . 2 2 .  
C h e c k e r b o a r d  F I A  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  
p o l y c l o n u l  a n t i b o d y  c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n  a n d  B I O - A M P  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  a  c o m p e t i t i v e  
F I A .  V a r y i n g  a n t i b o d y  c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g i n g  f r o m  0  -  1 4 0 p g / m l  a n d  B I O - A M P  
d i l u t i o n s  f r o m  1 / 4 0  -  1 / 5 , 1 2 0  w e r e  a s s a y e d .  A  4 . 3 8 p g / m l  a n t i b o d y  c o n c e n t r a t i o n  a n d  B I O -  
A M P  d i l u t i o n  o f  1 / 1 2 0  w e r e  c h o s e n  f o r  u s e  i n  a  c o m p e t i t i v e  F I A .  
F i g u r e  5 . 2 3 .  C h e c k e r b o a r d  F I A  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  B I O - A M P  d i l u t i o n  a n d  
S t r e p - C y 5  d i l u t i o n  f o r  u s e  i n  a  c o m p e t i t i v e  F I A .  V a r y i n g  B I O - A M P  d i l u t i o n s  r a n g i n g  f r o m  
1 / 4 0  -  1 / 5 , 1 2 0  a n d  S t r e p - C y 5  d i l u t i o n s  f r o m  1 / 1 0 0  -  1 / 1 , 6 0 0  w e r e  a s s a y e d .  A  1 / 1 2 0  d i l u t i o n  
o f  B I O - A M P  a n d  a  S t r e p - C y 5  d i l u t i o n  o f  1 / 8 0 0  w e r e  c h o s e n  f o r  u s e  i n  a  c o m p e t i t i v e  F I X .  
5 . 2 . 6 . 1 . 2  O p t i m i s a t i o n  o f  b l o c k i n g  r e a g e n t s  a n d  d i l u e n t s  
B S A ,  O V A ,  c a s e i n  a n d  t h e  n o n - i o n i c  d e t e r g e n t  T w e e n  2 0  w e r e  a l l  i n v e s t i g a t e d  a s  
p o t e n t i a l  b l o c k i n g  r e a g e n t s  a n d  d i l u e n t s .  P l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  a n t i b o d y  a t  t h e  
o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n  a n d  b l o c k e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  2 %  ( w l v )  B S A ,  2 %  ( w l v )  
O V A ,  2 %  ( w l v )  c a s e i n  o r  0 . 1  -  1  ( v l v )  T w e e n  2 0  s u r f a c t a n t .  B I O - A M P ,  d i l u t e d  1 2 0 -  
f o l d  w a s  t h e n  p r e p a r e d  i n  v a r i o u s  d i l u e n t s ,  a d d e d  t o  t h e  p l a t e  a n d  t h e  r e s p e c t i v e  
f l u o r e s c e n c e  m e a s u r e d  f o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  S t r e p - C y 5  a t  a  d i l u t i o n  o f  1 1 8 0 0 .  
D i l u e n t s  i n c l u d e d  P B S ,  P B S T  ( P B S  c o n t a i n i n g  0 . 0 5 %  ( v l v )  T w e e n  2 0 ) ,  o r  P B S  
c o n t a i n i n g  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  r e s p e c t i v e  b l o c k i n g  r e a g e n t .  R a i s i n g  t h e  i o n i c  
s t r e n g t h  o f  t h e  d i l u t i o n  b u f f e r s  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  ( 0 . 2  t o  0 . 5 M )  
o f  s o d i u m  c h l o r i d e  w a s  a l s o  e v a l u a t e d  a s  a  m e a n s  t o  r e d u c e  t h e  N S B .  T w e e n  2 0  w a s  
f o u n d  t o  b e  t h e  m o s t  s u i t a b l e  b l o c k i n g  r e a g e n t  a s  t h e  s o l u t i o n  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  
t h e  N S B  o f  t h e  B I O - A M P  t o  t h e  i m m u n o p l a t e ,  a s  r e p r e s e n t e d  b y  t h e  b a r  c h a r t  i n  
F i g u r e  5 . 2 4 .  
A  t i t r e  o f  B I O - A M P  a g a i n s t  t h e  o p t i m a l  c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  
w a s  p e r f o m e d  u s i n g  T w e e n  2 0  a s  a  b l o c k i n g  a g e n t .  F r o m  F i g u r e  5 . 2 5  i t  c a n  b e  s e e n  
t h a t  t h e  u s e  o f  T w e e n  2 0  r e s u l t e d  i n  o n l y  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  a m p i c i l l i n  
s p e c i f i c  a n t i b o d y  a n d  t h e  B I O - A M P .  T h e  u s e  o f  T w e e n  2 0  a s  a  b l o c k i n g  a g e n t  r a t h e r  
t h a n  p r o t e i n s  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  s h o w n  t o  b e  e q u i v a l e n t  o r  e v e n  s o m e t i m e s  s u p e r i o r  
t o  o t h e r  m e t h o d s  ( B a t t e i g e r  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  H o w e v e r ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  n o n -  
i o n i c  d e t e r g e n t  s h o u l d  n o t  b e  u s e d  a s  a  d i l u e n t  w i t h  c o a t i n g  p r o t e i n s  o r  p r o t e i n  
b l o c k i n g  r e a g e n t s  a s  i t  c a n  p r e v e n t  a t t a c h m e n t  o f  p r o t e i n s  t o  p o l y s t y r e n e  o r  
n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e s  ( H o f f m a n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  G a r d a s  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  F o r  s u b s e q u e n t  
a s s a y  d e v e l o p m e n t ,  p l a t e s  w e r e  b l o c k e d  w i t h  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  P B S  c o n t a i n i n g  0 . 4  
( v / v )  T w e e n  2 0  a n d  B I O - A M P  w a s  d i l u t e d  i n  P B S .  
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2 %  ( w l v )  2 %  ( w l v )  2 % ( w l v )  0 . 1  0 . 2  0 . 4  0 . 5  1 . 0  
B l o c k i n g  s o l u t l o n  B S A  O V A  C a s e i n  %  T w e e n  2 0  ( v l v )  
F i g u r e  5 . 2 4 .  O p t i m i s a t i o n  o f  b l o c k i n g  r e a g e n t  a n d  B Z O - A M P  d i l u e n t .  P l a t e s  w e r e  c o a t e d  
w i t h  t h e  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t i b o d y  ( i . e .  4 . 3 8 p g / m l )  a n d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  n o  
a n t i b o d y  ( c o n t r o l  w e l l s ) .  E a c h  p l a t e  w a s  t h e n  b l o c k e d  w i t h  a  d i f f e r e n t  b l o c k i n g  s o l u t i o n ,  i . e .  
P B S  c o n t a i n i n g  2 %  ( w / v )  B S A ,  2 %  ( w / v )  O V A ,  2 %  ( w / v )  c a s e i n  o r  0 . 1  -  1  ( v / v )  T w e e n  2 0  
s u r f a c t a n t .  B Z O - A M P ,  d i l u t e d  1 2 0 f o l d ,  w a s  p r e p a r e d  i n  v a r i o u s  d i l u e n t ,  i . e .  P B S ,  P B S T ,  
P B S  c o n t a i n i n g  0 . 0 1 - 0 . 1 %  B S A ,  P B S  c o n t a i n i n g  a d d i t i o n a l  s o d i u m  c h l o r i d e  ( 0 . 2 M  N a C 1 -  
0 . 5 M  N a C l ) ,  P B S  c o n t a i n i n g  0 . 0 1  - 0 . 1  %  O V A  a n d  P B S  c o n t a i n i n g  0 . 0 1  - 0 . 1  %  c a s e i n .  E a c h  
p r e p a r a t i o n  o f  B Z O - A M P  i n  v a r i o u s  d i l u e n t s  w a s  a d d e d  i n  d u p l i c a t e  t o  t h e  p l a t e  a n d  t h e  
r e s p e c t i v e  f l u o r e s c e n c e  m e a s u r e d  f o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  S t r e p - C y 5  a t  a  d i l u t i o n  o f  1 / 8 0 0 .  t o  
d e t e r m i n e  t h e  o p t i m a l  r e a g e n t  t h a t  w o u l d  d i s p l a y  n e g l i g i b l e  N S B .  P l a t e s  b l o c k e d  w i t h  0 . 4 %  
( v / v )  T w e e n  2 0  a n d  t h e  u s e  o f  P B S  a s  t h e  d i l u e n t  r e s u l t e d  i n  m i n i m a l  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  
( N S B )  b e t w e e n  t h e  b l o c k i n g  s o l u t i o n  a n d  t h e  B I O - A M P  p r e p a r a t i o n  ( * ) .  
1 1 B I O A M P  d l l u t l o n  
F i g u r e  5 . 2 5 .  T i t r e  o f  B I O - A M P  a g a i n s t  p l a t e s  c o a t e d  w i t h  a m p i c i l l i n  s p e c i f i c  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d y  a n d  b l o c k e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  0 . 4 %  ( v / v )  T w e e n  2 0 .  O n l y  s p e c $ c  b i n d i n g  
i n t e r a c t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  a n t i b o d y  a n d  B Z O - A M P .  
5 . 2 . 6 . 1 . 3  C o m p e t i t i v e  F I A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  P B S  
U s i n g  t h e  o p t i m i s e d  d i l u t i o n s  d e t e r m i n e d ,  a  m o d e l  c o m p e t i t i v e  a s s a y ,  w h e r e  f r e e  
a m p i c i l l i n  i n  s o l u t i o n  a n d  b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n  c o m p e t e  w i t h  o n e  a n o t h e r  t o  b i n d  t o  
a n t i b o d y  i m m o b i l i s e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p l a t e ,  w a s  d e v e l o p e d .  S t a n d a r d s  o f  
a m p i c i l l i n  w e r e  p r e p a r e d  i n  P B S  r a n g i n g  f r o m  1 . 5  t o  4 0 0 , 0 0 0 n g l m l  a n d  m i x e d  w i t h  a n  
e q u a l  v o l u m e  o f  B I O - A M P  t o  g i v e  a  f i n a l  d i l u t i o n  o f  1 1 1 2 0 .  
I n t r a - a s s a y  a n d  i n t e r - a s s a y  v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  
r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  c o m p e t i t i v e  H A .  I n t r a -  a n d  i n t e r - d a y  a s s a y  C V ' s  r a n g e d  f r o m  
0 . 6 1 %  t o  1 4 . 4 3 %  a n d  2 . 6 9 %  t o  2 6 . 5 1 % ,  r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  5 . 6 ) .  T h e  a s s a y  w a s  
f o u n d  t o  r e l a t i v e l y  a c c u r a t e  w i t h  b a c k - c a l c u l a t e d  v a l u e s  f o u n d  t o  b e  w i t h i n  * 1 5 %  o f  
t h e  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n s .  
R e s u l t s  
w e r e  n o r m a l i s e d  b y  d i v i d i n g  t h e  m e a n  f l u o r e s c e n c e  o b t a i n e d  a t  e a c h  
a m p i c i l l i n  c o n c e n t r a t i o n  ( F )  b y  t h e  f l u o r e s c e n c e  v a l u e s  d e t e r m i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
z e r o  d r u g  ( h ) .  T h e s e  v a l u e s  ( F / h )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  a m p i c i l l i n  
c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  B I A e v a l u a t i o n  4 . 0 . 1  s o f t w a r e  a n d  a  f o u r - p a r a m e t e r  e q u a t i o n  w a s  
f i t t e d  t o  t h e  d a t a .  F i g u r e  5 . 2 6  s h o w s  t h e  m A  i n t e r - d a y  c a l i b r a t i o n  c u r v e  u s i n g  t h e  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  w h e r e  t h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  1 , 5 6 3  a n d  
1 0 0 , 0 0 O n g / m l .  T h e  a s s a y  w a s  f o u n d  t o  b e  f a r  l e s s  s e n s i t i v e  ( >  2 0 0 - f o l d )  t h a n  t h e  
B i a c o r e - b a s e d  i n h i b i t i o n  a s s a y  d e v e l o p e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  m i l k  u s i n g  
t h e  s a m e  a n t i b o d y .  
A m p i c i l l i n  C o n c e n t r a t i o n  ( n g t m l )  
A m p i c i l l i n  C o n c e n t r a t i o n  ( n g l m l )  
F i g u r e  5 . 2 6 .  I n t e r - d a y  c a l i b r a t i o n  c u r v e  f o r  c o m p e t i t i v e  F I A  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f f f e e  
a m p i c i l l i n  i n  P B S  u s i n g  t h e  a n t i - a m p i c i l l i n  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y .  A m p i c i l l i n  s p e c i J i c  
a n t i b o d y  w a s  c o a t e d  o n  t h e  s u r f a c e  o n  a n  i m m u n o p l a t e  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
4 . 3 8 p g / m l  a n d  a  f i n a l  d i l u t i o n  o f  1 / 1 2 0  B I O - A M P  w a s  u s e d .  B o u n d  B Z O - A M P  w a s  
d e t e c t e d  u s i n g  S t r e p - C y 5  a n d  t h e  n o m a l i s e d  f l u o r e s c e n c e  c a l c u l a t e d .  T h r e e  
r e p l i c a t e s  o f  e a c h  s t a n d a r d  w e r e  a n a l y s e d  o n  t h r e e  s e p a r a t e  d a y s ,  
T a b l e  5 . 6 .  I n t e r - d r z y  F I A  c o e f l c i e n f  o f  v r r r i a t i o n  ( W )  f o r  r h e  d e f e c t i o n  o f p e e  m ~ i p i c i l l i n  
r i s i n g  1 / 1 8  n n ~ p i c l l i n  s p e c $ c  p l y c l o n a l  o n t i b o d y .  T h r e e  s e t s  of e a c h  s t a n d a r d  w e r e  a s s a y e d  
o v e r  t h r e e  d a y r  o r ~ d  t h e  C V s  w l c z r  l a r d .  B a c k - c r r l c ~ l a f e d  c a t ~ c e n t r a l i o n s  w e r e  d e t e r n r i n e d  
u s i n g  B J l \ c v a I u n t l o n  4 . 0 . 1  . ~ o @ n r e  a n d  e x p r e s s e d  as a  p e r r e t i t a g e  q f  rrhe t h c u r e r i c a i  
C o n c e n t r a t i o n  F l F n f  S D  C V  B a c k  c a l c u l a t e d  R e c o v e r y  
( n d m l )  c o n c e n t r a t i o n  ( n g / r n l )  W ' o )  
5 . 2 . 6 . 2  B i o c h i p  a p p l i c a t i o n  
T h e  c u s t o m i s e d  b i o c h i p  s y s t e m ,  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  5 . 2 9 ,  w a s  d e v e l o p e d  b y  t h e  
r e s e a r c h  g r o u p  l e d  b y  P r o f .  B r i a n  M a c C r a i t h  o f  t h e  N a t i o n a l  C e n t r e  f o r  S e n s o r  
R e s e a r c h  ( N C S R ) ,  D C U  ( B l u e  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  S t r a n i k  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e  s e n s o r  p l a t f o r m  
c o n s i s t s  o f  a  c h i p  i n c o r p o r a t i n g  p a t e n t e d  c o n e  s t r u c t u r e s  f o r  e n h a n c e d  f l u o r e s c e n c e  
d e t e c t i o n .  O n  c o n v e n t i o n a l  p l a n a r  b i o c h i p s  t h e  d e t e c t i o n  s y s t e m  ( e . g .  C M O S  c a m e r a )  
i s  p l a c e d  e i t h e r  d i r e c t l y  a b o v e  o r  b e l o w  t h e  f l u o r e s c e n t l y - l a b e l l e d  r e a g e n t .  I n  t h e s e  
p o s i t i o n s ,  a  s i g n i f i c a n t  p o r t i o n  o f  t h e  f l u o r e s c e n c e  i s  n o t  c a p t u r e d  b y  t h e  d e t e c t i o n  
s y s t e m  b u t  i n s t e a d  p r o p a g a t e s  d o w n  t h e  l e n g t h  o f  t h e  p l a n a r  c h i p .  H o w e v e r  t h e  c o n e  
s t r u c t u r e s  r e f l e c t  a  m u c h  l a r g e r  f r a c t i o n  o f  t h e  f l u o r e s c e n c e  d o w n  o n t o  t h e  d e t e c t o r  
p o s i t i o n e d  b e n e a t h  t h e  b i o c h i p ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  5 . 2 7 .  T h i s  s e n s o r  p l a t f o r m ,  
d e s i g n e d  b y  P r o f .  B r i a n  M a c C r a i t h  a n d  c o l l e a g u e s  ( P a t e n t  n o .  W 0 0 2 0 5 9 5 8 3 ) ,  h a s  
s h o w n  t o  p r o d u c e  a  2 5 - f o l d  e n h a n c e m e n t  o f  l u m i n e s c e n c e  d e t e c t e d  ( B l u e  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  
a n d  h a s  f a c i l i t a t e d  a  2 2 - f o l d  e n h a n c e m e n t  o f  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t e d  ( p e r s o n a l  
c o r r e s p o n d e n c e  w i t h  D r .  H e l e n  M c E v o y ) .  
T h e  c h i p ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  5 . 2 8  ( A ) ,  i s  p r o d u c e d  b y  m i c r o - i n j e c t i o n  m o u l d i n g  a n d  i s  
h o u s e d  w i t h i n  a  f l o w  c e l l ,  e n a b l i n g  s a m p l e  t o  b e  p u m p e d  o v e r  t h e  s e n s o r  s u r f a c e  
( F i g u r e  5 . 2 8  ( B ) ) .  T h e  e x c i t a t i o n  a n d  d e t e c t i o n  s e t - u p  e m p l o y s  a  l a s e r  d i o d e  a s  t h e  
l i g h t  s o u r c e ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  5 . 2 9 .  T h i s  c a u s e s  t h e  f l u o r e s c e n t - l a b e l l e d  a n t i g e n  
b o u n d  t o  t h e  a n t i b o d i e s  o n  t h e  s e n s o r  p l a t f o r m  t o  f l u o r e s c e  a n d  t h e  r e s u l t a n t  s i g n a l  i s  
r e c o r d e d  w i t h  a  c a p i l l a r y  m e t a l  o x i d e  s e m i c o n d u c t o r  ( C M O S )  c a m e r a .  
I n  o r d e r  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  c a p a b i l i t y  o f  t h e  n o v e l  p l a t f o r m  t o  f u n c t i o n  a s  a  h i g h l y  
e f f i c i e n t  b i o c h i p ,  i t s  u s e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  w a s  i n v e s t i g a t e d .  T h e  
p r i n c i p l e  b e h i n d  t h e  s y s t e m  i n v o l v e s  t w o  f l o w  c e l l s ,  a  t e s t  a n d  a  r e f e r e n c e  f l o w  c e l l .  A  
s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  a  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  o f  f l u o r e s c e n t l y  l a b e l l e d  a n t i b i o t i c  i s  
a p p l i e d  t o  t h e  r e f e r e n c e  f l o w  c e l l ,  w h i l e  t h e  m i l k  s a m p l e  m i x e d  w i t h  a  s o l u t i o n  
c o n t a i n i n g  a  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  o f  f l u o r e s c e n t l y  l a b e l l e d  a n t i b i o t i c  i s  a p p l i e d  t o  t h e  
t e s t  f l o w  c e l l .  I n  t h e  r e f e r e n c e  f l o w  c e l l ,  t h e  l a b e l l e d  a n t i b i o t i c  b i n d s  d i r e c t l y  t o  i t s  
c o r r e s p o n d i n g  a n t i b o d y  a n d  a  r e f e r e n c e  f l u o r e s c e n t  s i g n a l  i s  r e c o r d e d .  T h i s  
f l u o r e s c e n c e  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  l a b e l l e d  a n t i b i o t i c  t h a t  h a s  
b o u n d  t o  t h e  a n t i b o d y .  W h i l e  i n  t h e  t e s t  f l o w  c e l l ,  t h e  l a b e l l e d  a n t i b i o t i c  a n d  t h e  
u n l a b e l l e d  a n t i b i o t i c  i n  t h e  m i l k  c o m p e t e  w i t h  e a c h  o t h e r  t o  b i n d  t o  t h e  a n t i b o d i e s  o n  
t h e  s e n s o r  p l a t f o r m .  B y  u s i n g  t h i s  a p p r o a c h ,  t h e  f l u o r e s c e n t  s i g n a l  f r o m  b o t h  f l o w  
c e l l s  c a n  b e  c o m p a r e d  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t i b i o t i c  p r e s e n t  i n  t h e  m i l k  c a n  
t h e r e f o r e  b e  d e t e r m i n e d .  
F i g u r e  5 . 2 7 .  S e n s o r  p l a t f o m  i n c o r p o r a t i n g  c o n e  s t r u c t u r e  f o r  e n h a n c i n g  t h e  c a p t u r e  o f  
f l u o r e s c e n t l y  l a b e l l e d  r e a g e n t s .  T h e  s t r u c t u r e  d e s i g n e d  f o r  t h i s  p r o j e c t  w a s  t h a t  o f  a  
f r u s t r a t e d  c o n e ,  t h e  a n g l e  o f  w h i c h  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  r e f r a c t i v e  i n d i c e s  o f  t h e  c o n e  
m a t e r i a l ,  f l u o r e s c e n t  l a y e r  a n d  t h e  e n v i r o n m e n t .  T h e  a n g l e  o f  t h e  c o n e  s t r u c t u r e  a l l o w s  t o t a l  
i n t e r n a l  r e f l e c t i o n  o f  t h e  e m i t t e d  f l u o r e s c e n c e  a n d  d i r e c t s  i t  t o w a r d s  t h e  C M O S  c a m e r a ,  
w h i c h  w a s p l a c e d  d i r e c t l y  b e n e a t h  i t .  
F i g u r e  5 . 2 8 .  
Z m a g e s  o f  ( A )  t h e  s e n s o r  c h i p  p l a t f o t m  i n c o r p o r a t i n g  e n h a n c e d  f l u o r e s c e n c e  
c a p t u r e  s t r u c t u r e s  a n d  ( B )  h o u s e d  w i t h i n  a f l o w  c e l l ,  e n a b l i n g  s a m p l e  t o  b e  p u m p e d  o v e r  t h e  
s e n s o r  s u r f a c e .  
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F i g u r e  5 . 2 9 .  T h e  p r o t o t y p e  p o r t a b l e  b i o c h i p  s y s t e m  c o n t a i n i n g  p u m p s ,  f l u i d i c  c i r c u i t ,  
i n t e r r o g a t i o n  o p t i c s  a n d  i m a g i n g  s y s t e m .  T e s t  s a m p l e s  a r e  m i x e d  w i t h  a  k n o w n  q u a n t i t y  o f  
f l u o r e s c e n t l y  l a b e l l e d  a n a l y t e  a n d  p u m p e d  o v e r  t h e  a n t i b o d y  i m m o b i l i s e d  b i o c h i p  s e n s o r  
p l a t j o m .  A  l a s e r  l i g h t  i s  u s e d  t o  e x c i t e  a n y  b o u n d  J E u o r e s c e n t l y  l a b e l l e d  a n a l y t e  a n d  
b a c k g r o u n d  f l u o r e s c e n c e  i s  r e d u c e d  b y  a n  o p t i c a l  f i l t e r .  T h e  r e s u l t i n g  f l u o r e s c e n t  s i g n a l  i s  
c a p t u r e d  u s i n g  a  c o m p l e m e n t a r y  m e t a l  o x i d e  s e m i c o n d u c t o r  ( C M O S )  c a m e r a  a n d  t h e  s i g n a l  
m o n i t o r e d  o n  a  l a p t o p  w i t h  i m a g i n g  s o f t w a r e .  
A n t i b o d i e s ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 4 n g l p 1 ,  w e r e  i m r n o b i l i s e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  
p o l y s t y r e n e  c o n e  s t r u c t u r e s  b y  p a s s i v e  a d s o r p t i o n  a n d  a n y  r e m a i n i n g  b i n d i n g  s i t e s  o n  
t h e  b i o c h i p  b l o c k e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 5 . 4 .  F o l l o w i n g  w a s h i n g ,  t h e  c h a m b e r s  
w e r e  f i l l e d  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  B I O - A M P ,  t h e  c h i p  i n c u b a t e d  a n d  b o u n d  B I O - A M P  
d e t e c t e d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  S t r e p - C y 5 .  T h e  f l u o r e s c e n c e  s i g n a l  w a s  c a p t u r e d  
w i t h  a  C M O S  c a m e r a  a n d  t h e  r e s u l t i n g  i m a g e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 3 0  ( C ) .  
M e a n  f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t y  v a l u e s  ( n = 3 )  o f  1 5 1 , 5 2 8  f  1 1 , 9 1 3  a n d  4 1 , 9 1 0  f  9 , 9 7 9  w e r e  
r e c o r d e d  w h e n  1 4 n g  a n d  O n g  o f  a n t i b o d y  w e r e  i m r n o b i l i s e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  
c o n e s ,  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  5 . 3 0  ( C )  ( i )  a n d  ( i i ) ) .  C V s  w e r e  c a l c u l a t e d  t o  d e t e r m i n e  
t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  s p o t  i n t e n s i t i e s  a n d  w e r e  f o u n d  t o  b e  7 . 8 6 %  a n d  2 3 . 8 1 % ,  f o r  t h e  
a n t i b o d y  i m m o b i l i s e d  a n d  c o n t r o l  c o n e s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  f l u o r e s c e n t  s i g n a l  f r o m  a  
b l a n k  c h i p  w a s  a l s o  r e c o r d e d  t o  e s t i m a t e  t h e  d e g r e e  o f  b a c k g r o u n d  f l u o r e s c e n c e  
( F i g u r e  5 . 3 0  ( B ) ) .  N o r m a l i s e d  v a l u e s  ( m i n u s  b a c k g r o u n d  f l u o r e s c e n c e )  w e r e  t h e r e f o r e  
f o u n d  t o  b e  1 2 1 , 1 1 1  a n d  1 1 , 4 9 3  f o r  t h e  a n t i b o d y  i m m o b i l i s e d  a n d  c o n t r o l  s e n s o r  
s u r f a c e s  ( F i g u r e  5 . 3 0  ( C )  ( i )  a n d  ( i i ) ) .  
F i g u r e  5 . 3 0 .  ( A )  S c h e m a t i c  o f  t h e  p a t e n t e d  p o l y s t y r e n e  b i o c h i p  i n c o r p o r a t i n g  e n h a n c e d  
f l u o r e s c e n c e  c a p t u r e  s t r u c t u r e s .  ( B )  C a p t u r e d  i m a g e  o f  b l a n k  c o n t r o l  c h i p  ( m e a n  f l u o r e s c e n t  
i n t e n s i t y  ( n = 6 )  w a s  f o u n d  t o  b e  3 0 , 4 1 7  f  4 , 5 3 2 ) .  ( C )  C a p t u r e d  i m a g e  o f  t e s t  c h i p .  B I O - A M P  
w a s  a d d e d  a n d  c a p t u r e d  b y  a m p i c i l l i n  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  i m m o b i l i s e d  o n  t h e  s u $ a c e  o f  t h e  
c h i p .  F o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  S t r e p - C y 5 ,  t h e  f l u o r e s c e n c e  w a s  c a p t u r e d  w i t h  a  C M O S  
c a m e r a .  ( i )  A n t i b o d y  i m m o b i l i s e d  c o n e s  ( n = 3 )  w i t h  a  m e a n  f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t y  o f  1 5 1 , 5 2 6  +  
1 1 , 9 1 3  a n d  ( i i )  n o  a n t i b o d y  i m m o b i l i s e d  ( n = 3 )  w i t h  a  n z e a n f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t y  o f  4 1 , 9 1 0  f  
9 , 9 7 9 .  
5 . 2 . 7 .  S e l e c t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  t o  a m p i c i l l i n  
A n  i m m u n e  p h a g e  d i s p l a y  a n t i b o d y  l i b r a r y  w a s  c o n s t r u c t e d  u s i n g  a  s y s t e m  d e v e l o p e d  
b y  K r e b b e r  e t  a l .  ( 1 9 9 7 )  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  a  s i n g l e  c h a i n  v a r i a b l e  f r a g m e n t  ( s c F v )  
s p e c i f i c  f o r  a m p i c i l l i n .  A  n a ' i v e  a n t i b o d y  l i b r a r y ,  d o n a t e d  b y  C a m b r i d g e  A n t i b o d y  
T e c h n o l o g y  ( C A T )  w a s  a l s o  s c r e e n e d  f o r  t h e  s e l e c t i o n  o f  a n  a n t i - a m p i c i l l i n  s c F v .  
5 . 2 . 7 . 1  P r o d u c t i o n  o f  a n  i m m u n e  m u r i n e  a n t i b o d y  l i b r a r y  a g a i n s t  a m p i c i l l i n  
A n  i m m u n e  l i b r a r y  w a s  c r e a t e d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  a n  s c F v  w i t h  t h e  h i g h e s t  a f f i n i t y  t o  
a m p i c i l l i n  p o s s i b l e .  T h e  i m m u n e  s y s t e m  o f  a  m o u s e  w a s  p r i m e d  b y  s u b - c u t a n e o u s  
i m m u n i s a t i o n  w i t h  a n  A M P - B S A  c o n j u g a t e  o v e r  a  t w e l v e - w e e k  p e r i o d ,  a s  d e s c r i b e d  
i n  S e c t i o n  2 . 5 . 2 . 1 .  T a i l  b l e e d s  w e r e  p e r f o r m e d  s e v e n  d a y s  p o s t - i m m u n i s a t i o n ,  t h e  
b l o o d  c o l l e c t e d  a n d  t h e  r e c o v e r e d  s e r u m  s c r e e n e d  a g a i n s t  a n  A M P - T H Y  c o n j u g a t e  f o r  
s p e c i f i c  a n t i b o d i e s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 2 . 2 .  W h e n  a  s u f f i c i e n t  t i t r e  w a s  
a t t a i n e d  ( > 1 / 1 0 0 , 0 0 0 ) ,  t h e  m o u s e  R N A  w a s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  s p l e e n  o f  a  m o u s e  u s i n g  
a  s t a n d a r d  T r i z o l  m e t h o d  ( S e c t i o n  2 . 5 . 6 . 1 )  a n d  t h e  R N A  c o n c e n t r a t i o n  w a s  e s t i m a t e d .  
F i r s t  s t r a n d  c D N A  w a s  s y n t h e s i s e d  f r o m  m R N A  u s i n g  a n  A M V  r e v e r s e - t r a n s c r i p t i o n  
p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( R T - P C R )  k i t  ( P r o m e g a ) ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 6 . 2 .  
T h i s  c D N A ,  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 3 1 ,  w a s  t h e n  u s e d  a s  a  t e m p l a t e  f o r  t h e  s u b s e q u e n t  
a m p l i f i c a t i o n  o f  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  a n t i b o d y  g e n e s  u s i n g  t h e  p r i m e r s  a s  l i s t e d  i n  
S e c t i o n  2 . 5 . 6 . 3 .  
F o r  s u c c e s s f u l  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  a l l  c o m p o n e n t s  m u s t  b e  o p t i m a l .  A  c o m m e r c i a l  
P C R  o p t i r n i s e r  k i t  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  o p t i m a l  m a g n e s i u m  a n d  p H  c o n d i t i o n s .  
B o t h  o f  t h e s e  f a c t o r s  c a n  h a v e  a n  e f f e c t  o n  p r i m e r - t e m p l a t e  s p e c i f i c i t y ,  e n z y m e  
a c t i v i t y  a n d  d e n a t u r a t i o n  t e m p e r a t u r e .  T h e  b u f f e r s ,  l i s t e d  i n  F i g u r e  5 . 3 2 ,  h a v e  v a r y i n g  
m a g n e s i u m  c o n c e n t r a t i o n s  ( r a n g i n g  f r o m  1 . 5 m M  t o  3 . 5 r n M  w i t h  v a r y i n g  p H  
( p H  8 . 5  t o  1 0 ) .  I n  t h i s  c a s e  b u f f e r  D  ( 3 . 5 m M  M ~ ~ + ,  p H  8 . 5 )  p r o v e d  o p t i m a l  f o r  t h e  
a m p l i f i c a t i o n  o f  h e a v y  c h a i n  D N A  ( F i g u r e  5 . 3 2 ) ,  w h i l e  b u f f e r  B  ( 2 . 0 m M  M ~ ~ + ,  p H  
8 . 5 )  c o n t a i n e d  t h e  o p t i m a l  p H  a n d  m a g n e s i u m  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  
l i g h t  c h a i n  D N A  ( F i g u r e  5 . 3 3 ) .  
F i g u r e  5 . 3 1 .  C o m p l e m e n t a r y  D N A  ( c D N A )  w a s  s y n t h e s i s e d  b y  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  P C R  o f  
m R N A  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  s p l e e n  o f  a  m o u s e  i m m u n i s e d  w i t h  A M P - B S A .  L a n e s :  ( M )  I K b  p l u s  
D N A  l a d d e r ;  ( 1 - 2 )  c D M  
A B C D E F G H J N  
F i g u r e  5 . 3 2 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  m a g n e s i u m  a n d  p H  c o n d i t i o n s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  
v a r i a b l e  h e a v y  ( V H )  c h a i n  g e n e s .  I n  t h i s  c a s e  b u f f e r  D  p r o v e d  o p t i m a l .  A  s p e c i B c  4 0 0 b p  b a n d  
c a n  b e  s e e n  f o r  t h e  V H  f r a g m e n t s .  L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  l a d d e r ;  ( 1 - 1 0 )  H e a v y  c h a i n .  
D N A  u s i n g  v a r i o u s  b u f e r s .  
F i g u r e  5 . 3 3 .  
A m p l i f i c a t i o n  o f  v a r i a b l e  h e a v y  ( V H )  a n d  l i g h t  ( V d  c h a i n  g e n e s .  A  s p e c i f i c  
b a n d  c a n  b e  s e e n  a t  4 0 0 b p  f o r  b o t h  t h e  V H  a n d  V L  f r a g m e n t s .  L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  
l a d d e r ;  ( 1 - 4 )  A m p l i f i e d  h e a v y  c h a i n  D N A ;  ( 7 - 1 0 )  A m p l i J i e d  l i g h t  c h i n  D N A .  
F o l l o w i n g  a m p l i f i c a t i o n  o f  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  g e n e s ,  t h e  f r a g m e n t s  w e r e  e x c i s e d  
f r o m  t h e  a g a r o s e  g e l ,  p u r i f i e d  u s i n g  a  c o m m e r c i a l  D N A  p u r i f i c a t i o n  k i t  ( E p p e n d o r f  
P e r f e c t p r e p @  G e l  C l e a n u p  K i t )  a n d  q u a n t i f i e d  ( F i g u r e  5 . 3 4 ) .  P u r i f i e d  v a r i a b l e  h e a v y  
a n d  l i g h t  D N A  f r a g m e n t s  w e r e  t h e n  a s s e m b l e d  b y  s p l i c e  b y  o v e r l a p  e x t e n s i o n  ( S O E )  
P C R  t o  f o r m  a  s i n g l e  c h a i n  v a r i a b l e  f r a g m e n t  ( s c F v )  o f  a p p r o x i m a t e l y  8 0 0 b p  ( F i g u r e  
5 . 3 5 ) .  T h i s  s c F v  f r a g m e n t  w a s  d i g e s t e d  w i t h  t h e  u n i q u e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  S f i I  p r i o r  
t o  i n s e r t i o n  i n t o  a  p h a g e  d i s p l a y  v e c t o r  p A K 1 0 0 .  T h e  r e s t r i c t e d  s c F v  f r a g m e n t ,  s e e n  i n  
F i g u r e  5 . 3 6 ,  w a s  p u r i f i e d ,  q u a n t i f i e d  a n d  l i g a t e d  i n t o  a  p r e v i o u s l y  d i g e s t e d  p A K l O O  
v e c t o r  ( F i g u r e  5 . 3 7 - 5 . 3 8 ) .  T h e  v e c t o r  c o n t a i n i n g  t h e  i n s e r t  w a s  t h e n  t r a n s f o r m e d  i n t o  
a  s u i t a b l e  e x p r e s s i o n  h o s t ,  i n  t h i s  c a s e  c o m p e t e n t  E .  c o l i  X L - 1  B l u e  c e l l s .  H o w e v e r ,  
i n i t i a l  t r a n s f o r m a t i o n  i n t o  t h e  c o m p e t e n t  X L 1  B l u e  c e l l s  y i e l d e d  a  l i b r a r y  o f  o n l y  1  x  
l o 2  c f u / m l .  T h e  t r a n s f o r m a t i o n  w a s  r e p e a t e d  u s i n g  e l e c t r o c o m p e t e n t  E .  c o l i  X L - 1  
B l u e  c e l l s ,  r e s u l t i n g  i n  a n  i n c r e a s e d  l i b r a r y  s i z e  o f  7 . 4  x  l o 3  c f u l m l .  T h e  r e c o m b i n a n t  
l i b r a r y  w a s  s u b j e c t e d  t o  a  n u m b e r  o f  r o u n d s  o f  b i o p a n n i n g  a g a i n s t  a  n u m b e r  o f  d r u g  
c o n j u g a t e s  f o r  t h e  s e l e c t i o n  o f  a n  s c F v  t o  a m p i c i l l i n .  H o w e v e r ,  a n  s c F v  s p e c i f i c  f o r  
a m p i c i l l i n  w a s  n e v e r  i s o l a t e d .  
S E E  
F i g u r e  5 . 3 4 .  Q u a n t i f i c a t i o n  o f  p u r i f i e d  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  D N A .  L a n e s :  ( M I )  1 K b  p l u r  
D N A  l a d d e r ;  ( I )  P u r i f i e d  h e a v y  c h a i n  D N A ;  ( M 2 )  Q u a n t i f c a t i o n  m a r k e r  ( 1 0 0 b p  t o  l K b ,  t h e  
5 O O b p  b a n d  c o n t a i n s  1 5 0 n . g  o f  D N A ,  w h i l e  t h e  o t h e r  9  b a n d s  c o n t a i n  5 n g  w h e n  5 p 1  o f  t h e  
m a r k e r  i s  l o a d e d  o n  a  g e l ,  a l l o w i n g  q u a n t i f i c a t i o n  o f  p u r i j i e d  f r a g m e n t s ) ;  ( 2 )  P u r i j T e d  l i g h t  
c h a i n  D N A .  F r o m  t h e  g e l  p i c t u r e  i t  w a s  e s t i m a t e d  t h a t  p u r i f i e d  h e a v y  c h a i n s  a n d  l i g h t  c h a i n s  
c o n t a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  2 5 n g / 5 p 1  a n d  1 0 0 n g / 5 y l  o f  D N A ,  r e s p e c t i v e l y .  
F i g u r e  5 . 3 5 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  m a g n e s i u m  a n d  p H  c o n d i t i o n s  f o r  S O E  P C R  
a m p l i f i c a t i o n .  F o r  t h i s  r e a c t i o n  b u f f e r  C  p r o v e d  o p t i m a l .  A  s p e c i $ c  b a n d  a t  8 0 0 b p  w a s  s e e n  
w h e n  t h e  P C R  p r o d u c t  w a s  r u n  o n  a n  a g a r o s e  g e l .  L a n e :  ( M )  1 K b  p h s  D N A  l a d d e r ;  ( 1 - 8 )  
a s s e m b l e d  s c F v .  
F i g u r e  5 . 3 6 .  S f i Z  d i g e s t i o n  o f  s c F v  f r a g m e n t .  L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  l a d d e r ;  ( 1 - 2 )  S f i Z  
d i g e s t e d  S O E  p r o d u c t ;  ( 3 )  u n d i g e s t e d  S O E  p r o d u c t .  
F i g u r e  5 . 3 7 .  Q u a n t i f i c a t i o n  o f  p u r i f i e d  S ' Z  d i g e s t e d  S O E .  L a n e s :  ( M I )  1 K b  p l u s  D N A  
l a d d e r ;  ( 1 )  p u r i f i e d  d i g e s t e d  S O E  p r o d u c t ;  ( M 2 )  Q u a n t i f i c a t i o n  m a r k e r  ( 1  0 0 b p  -  1 K b ) .  T h e  
5 0 0 b p  b a n d  c o n t a i n s  1 5 0 n g  o f  D N A ,  w h i l e  t h e  o t h e r  9  b a n d s  c o n t a i n  5 0 n g  w h e n  5,111 o f  t h e  
m a r k e r  i s  l o a d e d  o n  a  g e l ,  a l l o w i n g  q u a n t i J i c a t i o n  o f  p u r i j ? e d  f r a g m e n t s .  F r o m  t h e  g e l  p i c t u r e  
i t  w a s  e s t i m a t e d  t h a t  t h e  p u r $ e d  S f i I  d i g e s t e d  S O E  p r o d u c t  c o n t a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  
1 5 n g / 5 p l  o f  D N A  
F i g u r e  5 . 3 8 .  S f i  1  d i g e s t i o n  o f  p A K  1 0 0  p l a s m i d .  L a n e s :  ( M )  1 K b  p l u s  D N A  l a d d e r ;  ( I )  
u n d i g e s t e d  p l a s m i d ;  ( 2 )  S f i Z  d i g e s t e d  p l a s m i d  w i t h  a n  8 0 0 b p  s c F v  f r a g m e n t  r e m o v e d .  
5 . 2 . 7 . 2  S e l e c t i o n  o f  s c F v s  s p e c i f i c  f o r  a m p i c l l i n  f r o m  a  naYve h u m a n  a n t i b o d y  
l i b r a r y  
A  n a i ' v e  h u m a n  r e c o m b i n a n t  l i b r a r y ,  d o n a t e d  b y  C a m b r i d g e  A n t i b o d y  T e c h n o l o g y  
L t d .  ( C A T ,  C a m b r i d g e ,  U . K . )  w a s  s c r e e n e d  b y  b i o - p a n n i n g  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  a n  
s c F v  s p e c i f i c  f o r  a m p i c i l l i n .  T h i s  e x t r e m e l y  d i v e r s e  l i b r a r y  c o n s i s t s  o f  a p p r o x i m a t e l y  
1 . 4  x  1 0 "  p h a g e - d i s p l a y i n g  s c F v  c l o n e s  ( V a u g h a n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  A  n u m b e r  o f  r o u n d s  
o f  b i o p a n n i n g  w e r e  p e r f o r m e d  a g a i n s t  a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  a m p i c i l l i n  c o n j u g a t e s  
c o a t e d  o n  N u n c  ~ a i s o r b ~ ~  i m m u n o t u b e s .  I n  a d d i t i o n ,  a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  p h a g e  
e l u t i o n  m e t h o d s  w e r e  u s e d ,  i n c l u d i n g  b o t h  n o n - s p e c i f i c  e l u t i o n  ( 1 0 0 m M  g l y c i n e - H C 1  
o r  l O O m M  t r i e t h y l a m i n e )  a n d  s p e c i f i c  e l u t i o n  ( f r e e  a m p i c i l l i n ) .  F o l l o w i n g  s c r e e n i n g  
b y  p h a g e  E L I S A ,  a  n u m b e r  o f  p o s i t i v e  b i n d e r s  w e r e  i d e n t i f i e d .  H o w e v e r ,  w h e n  e a c h  
c l o n e  w a s  r e t e s t e d ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e y  r e c o g n i s e d  t h e  p r o t e i n  c a r r i e r  a n d  n o t  t h e  
a m p i c i l l i n .  
5 . 3  D i s c u s s i o n  
T h i s  c h a p t e r  d e s c r i b e d  t h e  p r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  
a m p i c i l l i n  a n d  t h e i r  s u b s e q u e n t  u s e  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  i m m u n o a s s a y s  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  t h e  a n t i b i o t i c  i n  m i l k .  A  n u m b e r  o f  a m p i c i l l i n - p r o t e i n  i m m u n o g e n  
c o n j u g a t e s  w e r e  s u c c e s s f u l l y  p r o d u c e d  a n d  c h a r a c t e r i s e d  i n d i r e c t l y  b y  i m m u n i s a t i o n  
o f  B a l b l c  m i c e  f o l l o w e d  b y  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s p e c i f i c  a n t i b o d y  p r o d u c e d  i n  
s e r u m .  A n  A M P - B S A  c o n j u g a t e  i n d u c e d  a  h i g h  a n t i b o d y  r e s p o n s e  t o  a m p i c i l l i n  i n  a  
m o u s e  a n d  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  r e v e a l e d  t h e  r e s u l t i n g  a n t i s e r u m  w a s  s p e c i f i c  t o  t h e  
i n t a c t  p - l a c t a m  r i n g  s t r u c t u r e .  T h e  c o n j u g a t e  w a s  u s e d  f o r  i m m u n i s a t i o n  f o r  
p r o d u c t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  a n d  t h e  a n t i - a m p i c i l l i n  a n t i b o d i e s  w e r e  p u r i f i e d  
f r o m  t h e  s e r a  b y  P r o t e i n  G  a n d  s u b t r a c t i v e  i m m u n o a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y .  T h e  
p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  w a s  a s s e s s e d  b y  S D S - P A G E  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  r a b b i t  I g G  
m o l e c u l e s  w a s  c o n f i r m e d  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g .  
T h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  i n i t i a l l y  u s e d  i n  a n  E L I S A  f o r m a t  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
a m p i c i l l i n  i n  P B S .  T h e  r e s u l t i n g  E L I S A  p r o v e d  r e p r o d u c i b l e ,  w i t h  i n t e r - a s s a y  C V s  
l e s s  t h a n  1 1 % .  H o w e v e r ,  t h e  a s s a y  w a s  n o t  a s  s e n s i t i v e  a s  d e s i r e d ,  w i t h  a  l i m i t  o f  
d e t e c t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  7 3 n g l m 1 ,  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  t h e  c u r r e n t  E U  
m a x i m u m  r e s i d u e  l i m i t  ( M R L )  o f  4 n g l m l  f o r  a m p i c i l l i n  i n  m i l k .  
I n  a n  a t t e m p t  t o  i m p r o v e  a s s a y  s e n s i t i v i t y ,  a  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  e m p l o y i n g  t h e  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  a n d  a  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  a m p i c i l l i n  C M 5  c h i p ,  w a s  
d e v e l o p e d .  G a u d i n  e t  a l .  ( 2 0 0 1 )  s u g g e s t e d  t h a t  a n  a n t i b o d y  t h a t  r e c o g n i s e s  t h e  c l o s e d  
0 - l a c t a m  r i n g  w o u l d  n o t  r e c o g n i s e  t h e  a m p i c i l l i n  s u r f a c e  b e c a u s e  t h e  p - l a c t a m  r i n g  
w o u l d  b e  q u i c k l y  h y d r o l y s e d  d u r i n g  i m m o b i l i s a t i o n  o r  b y  t h e  c o n t i n u o u s  f l o w  o f  
H B S  b u f f e r .  H o w e v e r ,  t h i s  w a s  n o t  f o u n d  i n  t h i s  c a s e  a s  t h e  a n t i - a m p i c i l l i n  a n t i b o d i e s  
w e r e  s h o w n  t o  s p e c i f i c a l l y  b i n d  t h e  a m p i c i l l i n - i m m o b i l i s e d  s u r f a c e  a n d  b i n d i n g  w a s  
a l s o  i n h i b i t e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  f r e e  a m p i c i l l i n  w i t h  i n t a c t  r i n g  s t r u c t u r e .  
A n  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 4 p g I m l  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  w a s  u s e d  i n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  p r e l i m i n a y  a s s a y  i n  H B S .  H i g h e r  a m o u n t s  o f  a n t i b o d y  a r e  o f t e n  
r e q u i r e d  i n  b i o s e n s o r  a s s a y s  d u e  t o  t h e  c o n t i n u o u s  f l o w  o v e r  t h e  s e n s o r  s u r f a c e .  
C l i q u e t  e t  a l .  ( 2 0 0 5 )  d e s c r i b e  t h e  u s e  o f  p e n i c i l l i n - s p e c i f i c  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  5 0 p g I m 1 ,  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  p e n i c i l l i n s  i n  a  B i a c o r e  a s s a y .  I t  w a s  
r e p o r t e d  b y  H a a s n o o t  e t  a l .  ( 2 0 0 3 )  t h a t  t e n  t i m e s  m o r e  a n t i b o d i e s  w e r e  r e q u i r e d  i n  a  
b i o s e n s o r  a s s a y  c o m p a r e d  t o  a n  E L I S A .  H o w e v e r  t h e  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  
d e m o n s t r a t e d  i m p r o v e d  r e p r o d u c i b i l i t y  ( i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  E L I S A )  w i t h  i n t r a -  a n d  
i n t e r - a s s a y  C V s  b e l o w  1 . 5 %  a n d  9 . 9 2 % ,  r e s p e c t i v e l y .  P e r c e n t a g e  r e c o v e r y  v a l u e s  
i n d i c a t e d  r e a s o n a b l e  a c c u r a c y  w i t h  v a l u e s  r a n g i n g  b e t w e e n  9 1  a n d  1 1  1 %  a t  l o w e r  
a m p i c i l l i n  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  a s s a y ,  w i t h  a  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  b e t w e e n  2 4 . 4  a n d  
4 0 0 , 0 0 0 n g l m l  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  L O D  o f  1 1 . 5 n g l m 1 ,  r e p r e s e n t i n g  a  6 - f o l d  i n c r e a s e  
i n  s e n s i t i v i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  E L I S A .  
T h e  a b i l i t y  o f  t h e  b i o s e n s o r  a s s a y  e m p l o y i n g  t h e  a n t i - a m p i c i l l i n  a n t i b o d i e s  t o  d e t e c t  
t h e  a n t i b i o t i c  i n  a  r e a l  s a m p l e  m a t r i x  w a s  t h e n  i n v e s t i g a t e d .  P a s t e u r i s e d  a n d  
h o m o g e n i s e d  m i l k  w a s  d e f a t t e d  t o  r n i n i r n i s e  a n y  m a t r i x  e f f e c t s  o n  t h e  o p t i c a l  
b i o s e n s o r .  R e g e n e r a t i o n  s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  a s s e s s  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  
a m p i c i l l i n  i m m o b i l i s e d  C M 5  s e n s o r  s u r f a c e  t o  d e t e r m i n e  i t s  s u i t a b i l i t y  f o r  a n a l y s i n g  
a  l a r g e  n u m b e r  o f  s a m p l e s .  V a r i o u s  r e g e n e r a t i o n  s o l u t i o n s  w e r e  e v a l u a t e d ,  i n c l u d i n g  
g l y c i n e  ( p H  3 )  a n d  s o d i u m  h y d r o x i d e  c o n t a i n i n g  2 0 %  ( v l v )  a c e t o n i t r i l e  b u t  s o d i u m  
h y d r o x i d e  ( 1 0 0 m M )  p r o v e d  o p t i m a l  f o r  c o m p l e t e  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  s e n s o r  s u r f a c e .  
A l t h o u g h  t h i s  s o l u t i o n  i s  q u i t e  s t r i n g e n t ,  i t  d i d  n o t  h a v e  a n  a d v e r s e  a f f e c t  o n  t h e  
s t a b i l i t y  o f  t h e  a m p i c i l l i n - i r n m o b i l i s e d  c h i p  s u r f a c e .  N o  l o s s  o f  b i n d i n g  a c t i v i t y  w a s  
o b s e r v e d  f o l l o w i n g  f i f t y  b i n d i n g - r e g e n e r a t i o n  c y c l e s .  O v e r  t h e  p e r i o d  o f  a s s a y  
d e v e l o p m e n t  i n  H B S  t h e  a m p i c i l l i n  s e n s o r  s u r f a c e  w e n t  t h r o u g h  o v e r  2 5 0  b i n d i n g -  
r e g e n e r a t i o n  c y c l e s  o v e r  a  t w o - w e e k  p e r i o d  w i t h o u t  a  s i g n i f i c a n t  ( ~ 1 4 % )  d e c r e a s e  i n  
b i n d i n g  r e s p o n s e .  
A  B i a c o r e  i n h i b i t i o n  a s s a y  e m p l o y i n g  d e f a t t e d  m i l k  s p i k e d  w i t h  a m p i c i l l i n  w a s  
s u c c e s s f u l l y  d e v e l o p e d  a n d  d i s p l a y e d  i n c r e a s e d  a s s a y  s e n s i t i v i t y .  I n t r a -  a n d  i n t e r -  
v a r i a b i l i t y  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e d  a d e q u a t e  r e p r o d u c i b i l i t y  w i t h i n  t h e  2 0 %  a c c e p t a n c e  
l i m i t  f o r  a s s a y  p r e c i s i o n  ( F i n d l a y ,  2 0 0 0 ) .  I n t r a -  a n d  i n t e r - d a y  a s s a y  C V s  w e r e  b e l o w  
8 . 2 2 %  a n d  1 7 . 3 0 % ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  i n c r e a s e  i n  v a r i a t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  a s s a y  
d e v e l o p e d  i n  H B S  w a s  t h o u g h t  t o  b e  d u e  t o  t h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e  m a t r i x  a n d  t h e  
v a r i a t i o n  w i t h i n  e a c h  m i l k  s a m p l e .  T h e  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  o f  t h e  a s s a y  f o r  m i l k  s p i k e d  
w i t h  a m p i c i l l i n  w a s  f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  6  a n d  1 0 0 , 0 0 0 n g / m l .  T h e  L O D  w a s  f o u n d  t o  
b e  3 . 6 n g / m l ,  w h i c h  i s  b e l o w  t h e  r e q u i r e d  s e n s i t i v i t y  s e t  o u t  b y  t h e  E U  M R L  o f  4 n g l m l  
( E E C  r e g u l a t i o n  n o .  2 3 7 7 1 9 0 ) .  T h e  i n c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  a s s a y  
d e v e l o p e d  i n  b u f f e r  w a s  d u e  t o  t h e  m o r e  r e p r o d u c i b l e  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h e  m i l k  
a s s a y ,  a s  t h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  w a s  b y  s e l e c t i n g  t h e  m e a n  r e s p o n s e  m i n u s  t h r e e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  t h e  n e g a t i v e  s t a n d a r d  ( n o  a m p i c i l l i n ) .  A l t h o u g h  s p i k e d  
s a m p l e s  d o  n o t  m i m i c  r e a l  u n k n o w n  m i l k  s a m p l e s ,  t h e  a s s a y  c o u l d  p o t e n t i a l l y  b e  a  
v a l u a b l e  t o o l  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  r a w  m i l k .  
T h e  d e g r e e  o f  c r o s s - r e a c t i v i t y  o f  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  w i t h  s i x  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  
p e n i c i l l i n s  a n d  t w o  m e m b e r s  o f  c e p h a l o s p o r i n s  w a s  a l s o  d e t e r m i n e d  i n  a  B i a c o r e  
i n h i b i t i o n  a s s a y  f o r m a t .  P e r c e n t a g e  c r o s s - r e a c t i v i t i e s  ( % C R g o  a n d  % C R s o ) ,  w e r e  
e s t i m a t e d  b y  c o m p a r i n g  t h e  r e l e v a n t  L D D 9 0  a n d  I C s o  v a l u e s  o f  t h e  p o t e n t i a l  c r o s s -  
r e a c t a n t s  t o  t h o s e  v a l u e s  o f  a m p i c i l l i n .  T h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  d i s p l a y e d  t h e  h i g h e s t  
l e v e l s  o f  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  c a r b e n i c i l l i n  ( 2 2 - 3 5 % ) .  C a r b e n i c i l l i n ,  a  m o r e  s t a b l e  
a n a l o g u e  o f  a m p i c i l l i n ,  i s  i d e n t i c a l  i n  s t r u c t u r e  t o  a m p i c i l l i n  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  a  
c a r b o x y l  g r o u p  s u b s t i t u t e d  f o r  t h e  p r i m a r y  a m i n e .  V a r i a t i o n  ( i n  t h e  c a s e  o f  c l o x a c i l l i n ,  
o x a c i l l i n ,  a m o x i c i l l i n  a n d  d i c l o x a c i l l i n )  o r  r e m o v a l  ( i n  t h e  c a s e  6 - A P A )  o f  t h e  s i d e  
c h a i n  a t  t h e  R 1  p o s i t i o n  l e d  t o  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  c r o s s - r e a c t i v i t y .  T h e  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  d e m o n s t r a t e d  n e g l i g i b l e  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  t h e  c e p h a l o s p o r i n  
c o m p o u n d s .  
T h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  a  d i s p o s a b l e ,  a n t i b o d y - b a s e d  b i o c h i p  s e n s o r  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
a m p i c i l l i n  w a s  i n v e s t i g a t e d .  I n i t i a l l y  r e a g e n t s  w e r e  o p t i m i s e d  a n d  t e s t e d  i n  a  
f l u o r e s c e n t  i m m u n o a s s a y  ( H A )  p l a t e  f o r m a t  a s  t h e  p r o p o s e d  b i o c h i p  d e t e c t i o n  s y s t e m  
w a s  b a s e d  o n  f l u o r e s c e n c e .  F o r  t h i s  p u r p o s e ,  a m p i c i l l i n  w a s  b i o t i n y l a t e d  f o r  u s e  i n  a  
c o m p e t i t i v e  a s s a y ,  w h e r e b y  u n l a b e l l e d  a m p i c i l l i n  c o m p e t e s  f o r  a n t i b o d y  b i n d i n g  s i t e s  
w i t h  a  k n o w n  q u a n t i t y  o f  b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n  a n d  t h e  b i o t i n y l a t e d  a n t i b i o t i c  c o u l d  
t h e n  b e  t r a c e d  u s i n g  a  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  S t r e p - C y 5 .  U n r e a c t e d  b i o t i n  w a s  
r e m o v e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  A f f i - g e l  1 0 2  ( B i o - R a d ) ,  a n  a m i n o - t e r m i n a l  c r o s s - l i n k e d  
a g a r o s e  g e l ,  a n d  B I O - A M P  r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  H o w e v e r ,  i n i t i a l  e x p e r i m e n t s  
r e v e a l e d  a  h i g h  d e g r e e  o f  N S B  b e t w e e n  t h e  B I O - A M P  a n d  b l o c k i n g  s o l u t i o n  ( B S A ) .  
T h e r e f o r e ,  b o t h  b l o c k i n g  a n d  d i l u e n t  s o l u t i o n s  w e r e  o p t i m i s e d  t o  e s t a b l i s h  t h e  
o p t i m u m  r e a g e n t  t h a t  w o u l d  g i v e  m i n i m a l  N S B .  T h e  u s e  o f  T w e e n  2 0  a s  a  b l o c k i n g  
r e a g e n t  w a s  f o u n d  t o  b e  t h e  m o s t  s u i t a b l e  a s  t h e  s o l u t i o n  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  t h e  
N S B  o f  t h e  B I O - A M P  t o  t h e  i m m u n o p l a t e .  
T h e  o p t i m a l  r e a g e n t s  a n d  d i l u t i o n s  w e r e  t h e n  u s e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  m o d e l  
c o m p e t i t i v e  FTA i n  P B S .  T h e  a s s a y  p r o v e d  l e s s  r e p r o d u c i b l e  t h a n  b o t h  t h e  E L I S A  a n d  
B i a c o r e  a s s a y  w i t h  i n t r a -  a n d  i n t e r - d a y  a s s a y  C V ' s  a s  h i g h  a s  1 4 . 4 3 %  a n d  2 6 . 5 1 % ,  
r e s p e c t i v e l y .  T h e  a s s a y  w a s  f o u n d  t o  r e l a t i v e l y  a c c u r a t e  w i t h  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  
v a l u e s  r a n g i n g  f r o m  b e t w e e n  8 5  a n d  1 1 5 % .  H o w e v e r ,  t h e  a s s a y  d i s p l a y e d  p o o r  
s e n s i t i v i t y  w i t h  a  r a n g e  o f  d e t e c t i o n  b e t w e e n  1 , 5 6 3  a n d  1 0 0 , 0 0 O n g / m l .  T h i s  
r e p r e s e n t s  a  d r a m a t i c  d e c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  ( > 2 0 0 - f o l d )  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  t h e  
B i a c o r e - b a s e d  i n h i b i t i o n  a s s a y  d e v e l o p e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  m i l k .  T h e  
p o o r  s e n s i t i v i t y  w a s  t h o u g h t  t o  b e  d u e  t o  t h e  c r u d e l y  p u r i f i e d  b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n  
u s e d  i n  a s s a y  d e v e l o p m e n t .  T h e r e f o r e ,  t h e  a c t u a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  a m p i c i l l i n  i n  
s o l u t i o n  w a s  t h o u g h t  t o  b e  f a r  g r e a t e r  t h a n  t h e  t h e o r e t i c a l  c o n c e n t r a t i o n .  A n  a m i n o -  
t e r m i n a l  c r o s s - l i n k e d  g e l ,  i . e .  A f f i - g e l  1 0 2  ( B i o - R a d ) ,  w a s  u s e d  t o  r e m o v e  a n y  
r e m a i n i n g  f r e e  a c t i a v e t d  b i o t i n  H o w e v e r ,  b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n  w a s  n o t  p u r i f i e d  
f r o m  n o n - b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n  r e s u l t i n g  i n  a  h e t e r o g e n e o u s  s o l u t i o n .  V a r i o u s  
a t t e m p t s  w e r e  m a d e  t o  p u r i f y  t h e  s o l u t i o n  i n c l u d i n g  t h e  u s e  o f  a  m o n o m e r i c  a v i d i n  
r e s i n  ( P i e r c e )  a n d  a  F l o a t - A - L y z e m  d i a l y s i s  k i t  ( 5 0 0 D a  c u t - o f f ) ( S p e c t r u m @  
L a b o r a t o r i e s ,  I n c . )  b u t  n o n e  p r o v e d  t o  b e  s u c c e s s f u l .  P u r i f y i n g  a m p i c l l i n  v i a  a  
m o n o m e r i c  a v i d i n  c o l u m n  e x p o s e d  t h e  d r u g  t o  h a r s h  r e g e n e r a t i o n  s o l u t i o n s  d u r i n g  t h e  
m e t h o d ,  i n c r e a s i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  r i n g  h y d r o l y s i s .  T h e  s y n t h e s i s  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  
f l u o r e s c e n t  d e r i v a t i v e s  i s  o f t e n  d i f f i c u l t  a n d  e x p e n s i v e  d u e  t o  t h e  i n s t a b i l i t y  o f  t h e  P -  
l a c t a m  r i n g .  H o w e v e r ,  a  n o v e l  f l u o r e s c e n t  p e n i c i l l i n  a n a l o g u e  h a s  b e e n  g e n e r a t e d  f o r  
u s e  i n  a n  a u t o m a t e d  f l u o r e s c e n t  i m m u n o a s s a y  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  P - l a c t a m  a n t i b i o t i c s  
( B e n i t o - P e f i a  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
A l t h o u g h  f u t u r e  w o r k  o n  i m p r o v i n g  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  F I A  i s  r e q u i r e d ,  t h e  
a p p l i c a b i l i t y  o f  t h e  b i o c h i p  s y s t e m  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  w a s  s t i l l  
i n v e s t i g a t e d .  T h e  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  w e r e  i m m o b i l i s e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  
t h e  p o l y s t y r e n e  c h i p  c o n e  s t r u c t u r e s  a n d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  B I O - A M P  a n d  
S t r e p - C y 5  a  f l u o r e s c e n c e  s i g n a l  w a s  c a p t u r e d  w i t h  a  C M O S  c a m e r a .  C V s  w e r e  
c a l c u l a t e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  s p o t  i n t e n s i t i e s  a n d  w e r e  f o u n d  t o  b e  
7 . 8 6 %  a n d  2 3 . 8 1 % ,  f o r  t h e  a n t i b o d y  i r n m o b i l i s e d  a n d  c o n t r o l  c o n e s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  
f l u o r e s c e n t  s i g n a l  f r o m  t h e  a n t i b o d y - i m m o b i l i s e d  c o n e s  w a s  f o u n d  t o  b e  t e n  t i m e s  
h i g h e r  t h a n  t h a t  f r o m  t h e  c o n t r o l  c o n e s .  T h e  a n t i b o d y  c o n s u m p t i o n  w a s  l o w  w i t h  o n l y  
1 4 n g  p e r  c o n e  r e q u i r e d  t o  o b t a i n  a  s i g n a l  ( 5 0  t i m e s  l e s s  a n t i b o d y  t h a n  r e q u i r e d  t o  
p e r f o r m  a  s i n g l e  a n a l y s i s  u s i n g  t h e  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y ) .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  
t h e  s y s t e m  c o u l d  d e t e c t  f l u o r e s c e n t l y  l a b e l l e d  a m p i c i l l i n  c a p t u r e d  b y  s p e c i f i c  
a n t i b o d i e s  i r n m o b i l i s e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  b i o c h i p  s e n s o r  a n d  c o u l d  b e  p o t e n t i a l l y  
u s e f u l  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  i n  m i l k  i n  a  l a b o r a t o r y ,  f a r m  o r  f a c t o r y  
e n v i r o n m e n t s .  T h e  m i n i a t u r i s e d  s i z e  o f  t h e  d e t e c t i o n  s y s t e m  m a k e s  i t  h i g h l y  s u i t a b l e  
f o r  f i e l d - t e s t i n g  p u r p o s e s  i n  c o m p a r i s o n  t o  l a r g e r  a n d  m o r e  c o m p l i c a t e d  
i m m u n o s e n s o r s .  T h e  c h e a p ,  m a s s - p r o d u c i b l e  c h i p  p l a t f o r m s  e n a b l i n g  e n h a n c e d  
f l u o r e s c e n c e  c o u l d  a l s o  b e  a p p l i e d  t o  o t h e r  f o o d  c o n t a m i n a n t s  s i m p l y  b y  c h a n g i n g  t h e  
a n t i b o d y  i m m o b i l i s e d  o n  t h e  s u r f a c e  a n d  a r e  p r o m i s i n g  a l t e r n a t i v e  t o  t h e  m o r e  
c o n v e n t i o n a l  E L I S A  m e t h o d .  
A  m u r i n e  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  l i b r a r y  w a s  a l s o  g e n e r a t e d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  a n  s c F v  
s p e c i f i c  t o  a m p i c i l l i n ,  w h i c h  m i g h t  d i s p l a y  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  t h a n  t h e  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d y  i n  a n  i m m u n o a s s a y .  R e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  t e c h n o l o g y  a l l o w s  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  s p e e d  o f  p r o d u c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  a n d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a l t e r i n g  a f f i n i t y  a n d  
s p e c i f i c i t y .  A l s o  w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  n e w  e x p r e s s i o n  v e c t o r s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  
e n g i n e e r  t a g s  i n t o  t h e  a n t i b o d y  s e q u e n c e  t o  f a c i l i t a t e  s i t e - d i r e c t e d  o r i e n t a t i o n  o n  a  
s e n s o r  s u r f a c e  ( e . g .  i n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  t e c h n i q u e  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  4 ) .  T h e  
m R N A  i s o l a t e d  f r o m  t h e  s p l e e n  o f  a  m o u s e  i m m u n i s e d  w i t h  a n  A M P - B S A  c o n j u g a t e  
w a s  u s e d  t o  g e n e r a t e  t h e  p h a g e  d i s p l a y  l i b r a r y  a g a i n s t  a m p i c i l l i n  u s i n g  t h e  s y s t e m  
d e v e l o p e d  b y  K r e b b e r  e t  a l .  ( 1 9 9 7 ) .  E l e c t r o c o m p e t e n t  E .  c o l i  X L - 1  B l u e  c e l l s  w i t h  
h i g h  e f f i c i e n c y  w e r e  u s e d  f o r  l i b r a r y  t r a n s f o r m a t i o n  r e s u l t i n g  i n  7 . 4 ~ 1 0 ~  
t r a n s f o r m a n t s .  T h e  s i z e  o f  t h e  L i b r a r y  g e n e r a t e d  w a s  v e r y  s m a l l  w i t h  a  l i b r a r y  s i z e  o f  
b e t w e e n  l o 6 - l o 8  t r a n s f o r m a n t s  e x p e c t e d .  T h e  l i b r a r y  w a s  s c r e e n e d  a g a i n s t  a  n u m b e r  
o f  d i f f e r e n t  a m p i c i l l i n  c o n j u g a t e s  f o r  t h e  s e l e c t i o n  o f  a n  s c F v  s p e c i f i c  f o r  t h e  d r u g .  
T h i s  s c r e e n i n g  p r o c e s s  i n v o l v e s  m u l t i p l e  r o u n d s  o f  p h a g e  b i n d i n g  t o  t h e  i m m o b i l i s e d  
d r u g  c o n j u g a t e ,  s u b s e q u e n t  w a s h i n g  t o  r e m o v e  a n y  n o n - s p e c i f i c  p h a g e  a n d  f i n a l l y  
e l u t i o n  t o  r e t r i e v e  s p e c i f i c  b i n d i n g  p h a g e .  A  n u m b e r  o f  s c F v s  w e r e  i s o l a t e d  a g a i n s t  
t h e  p r o t e i n  m o i e t y  o f  t h e  c o n j u g a t e ;  h o w e v e r ,  a n  s c F v  s p e c i f i c  f o r  a m p i c i l l i n  w a s  n o t  
i s o l a t e d .  A  n a i ' v e  h u m a n  r e c o m b i n a n t  l i b r a r y  ( C A T  L t d . ,  U K )  w i t h  g r e a t e r  d i v e r s i t y ,  
i . e .  a p p r o x i m a t e l y  1 . 4  x  l o 1 '  p h a g e - d i s p l a y i n g  s c F v ,  w a s  s c r e e n e d  b y  b i o - p a n n i n g  f o r  
t h e  i s o l a t i o n  o f  a n  s c F v  s p e c i f i c  f o r  a m p i c i l l i n .  A  n u m b e r  o f  r o u n d s  o f  b i o p a n n i n g  
w e r e  p e r f o r m e d  a g a i n s t  a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  a m p i c i l l i n  c o n j u g a t e s  c o a t e d  o n  N u n c  
~ a i s o r b ~ ~  i m m u n o t u b e s .  I n  a d d i t i o n ,  a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  p h a g e  e l u t i o n  m e t h o d s  
w e r e  u s e d ,  i n c l u d i n g  b o t h  n o n - s p e c i f i c  e l u t i o n  ( w i t h  a c i d i c  o r  b a s i c  s o l u t i o n s )  a n d  
s p e c i f i c  c o m p e t i t i v e  e l u t i o n  ( w i t h  e x c e s s  f r e e  a m p i c i l l i n ) .  F o l l o w i n g  s c r e e n i n g  b y  
p h a g e  E L I S A ,  a  n u m b e r  o f  p o s i t i v e  b i n d e r s  w e r e  i d e n t i f i e d .  H o w e v e r ,  w h e n  e a c h  
c l o n e  w a s  r e t e s t e d ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e y  r e c o g n i s e d  t h e  p r o t e i n  c a r r i e r  a n d  n o t  t h e  
a m p i c i l l i n .  T h e s e  r e s u l t s  h i g h l i g h t  t h e  i m p o r t a n c e  o f  b o t h  l i b r a r y  d i v e r s i t y  a n d  
e f f i c i e n t  s e l e c t i o n  p r o c e d u r e s  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  f r o m  p h a g e  
d i s p l a y  l i b r a r i e s .  B o t h  f a c t o r s  a r e  o f  c r i t i c a l  i m p o r t a n c e  f o r  i s o l a t i o n  o f  s p e c i f i c  
a n t i b o d i e s  a n d  n e e d  t o  b e  f u r t h e r  o p t i m i s e d  f o r  f u t u r e  s e l e c t i o n  o f  a n  s c F v  s p e c i f i c  f o r  
a m p i c i l l i n .  
I n  s u m m a r y ,  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  r a i s e d  a g a i n s t  a n  a m p i c l l i n - p r o t e i n  c o n j u g a t e  w e r e  
e v a l u a t e d  i n  t e r m s  o f  t h e i r  p o t e n t i a l  a p p l i c a t i o n  f o r  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  m i l k .  
P r e l i m i n a r y  s t u d i e s  u s i n g  a n  E L I S A  f o r m a t  d e m o n s t r a t e d  p o o r  s e n s i t i v i t y ,  w i t h  a  l i m i t  
o f  d e t e c t i o n  o f  7 3 n g l m l  f o r  a m p i c i l l i n  i n  b u f f e r .  H o w e v e r ,  a  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  
f a c i l i t a t e d  a  6 - f o l d  i n c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  p r o c e s s e d  
m i l k .  T h e  p o t e n t i a l  a p p l i c a b i l i t y  o f  a  d i s p o s a b l e ,  a n t i b o d y - b a s e d  b i o c h i p  s e n s o r  f o r  
t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  w a s  a l s o  i n v e s t i g a t e d .  I n i t i a l l y  a  f l u o r e s c e n c e - b a s e d  a s s a y  
w a s  d e v e l o p e d  o n  a  p l a t e  f o r m a t  p r i o r  t o  b i o c h i p  a s s a y  d e v e l o p m e n t  a n d  a l l  r e a g e n t s  
w e r e  o p t i m i s e d .  H o w e v e r ,  t h e  r e s u l t i n g  a s s a y  d i s p l a y e d  p o o r  s e n s i t i v i t y  d u e  t o  t h e  
c r u d e  p r e p a r a t i o n  o f  b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n  u s e d  i n  a s s a y  d e v e l o p m e n t .  A l t h o u g h  
f u t u r e  w o r k  o n  i m p r o v i n g  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  F I A  i s  r e q u i r e d ,  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  
t h e  b i o c h i p  s y s t e m  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  w a s  i n v e s t i g a t e d .  T h e  
a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  w e r e  s u c c e s s f u l l y  i i n m o b i l i s e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  
p o l y s t y r e n e  c h i p  c o n e  s t r u c t u r e s  a n d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  B I O - A M P  a n d  a  S t r e p -  
C y 5  c o n j u g a t e ,  a  f l u o r e s c e n c e  s i g n a l  w a s  c a p t u r e d  w i t h  a  C M O S  c a m e r a .  I n  a n  
a t t e m p t  t o  g e n e r a t e  a n t i b o d i e s  w i t h  i n c r e a s e d  a f f i n i t y  f o r  a m p i c i l l i n ,  a  m u r i n e  
r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  l i b r a r y  w a s  a l s o  g e n e r a t e d .  H o w e v e r ,  d e s p i t e  t h e  u s e  o f  v a r i o u s  
s c r e e n i n g  a n d  e l u t i o n  p r o c e d u r e s ,  a n  s c F v  s p e c i f i c  t o  a m p i c i l l i n  w a s  n e v e r  i s o l a t e d .  
C h a p t e r  6  
O v e r a l l  c o n c l u s i o n s  
6 . 1  O v e r a l l  s u m m a r y  a n d  c o n c l u s i o n s  
T h e  o v e r a l l  a i m  o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t o  d e v e l o p  n o v e l  i m m u n o a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  t h e  f o o d  c o n t a m i n a n t s ,  a f l a t o x i n  B 1  a n d  a m p i c i l l i n ,  a n d  f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  
C o r y n e b a c t e r i u m  p s e z ~ d o t u b e r c u l o s i s  i n f e c t i o n  i n  s h e e p .  
I n  C h a p t e r  3 ,  s t u d i e s  f o c u s e d  o n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  a n t i b o d y -  
b a s e d  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  t o  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s ,  t h e  c a u s a t i v e  
a g e n t  o f  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s  ( C L A ) .  T h e  p r e v i o u s l y  c l o n e d  p h o s p h o l i p a s e  D  
( P L D )  g e n e  f r o m  C .  p s e u d o t r t b e r c u l o s i s  ( S o n g e r  e t  a l . ,  1 9 9 0 )  w a s  s u c c e s s f u l l y  
p r o d u c e d  f r o m  t h e  h i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  v e c t o r  p T r c H i s B  i n  E . c o 1 i  X L 1 0 - G o l d  c e l l s  
a n d  s e v e r a l  p a r a m e t e r s  a f f e c t i n g  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w e r e  o p t i m i s e d .  
F o l l o w i n g  I M A C  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  h i s t i d i n e - t a g g e d  P L D  p r o t e i n ,  m i l l i g r a m  
q u a n t i t i e s  ( - 3 0 m g i L  c u l t u r e )  o f  f u n c t i o n a l  p r o t e i n  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  s t a n d a r d  
l a b o r a t o r y  s h a k e - f l a s k  c u l t u r e s .  T h e  a b i l i t y  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  P L D  e x o t o x i n  t o  
d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  s e r a  f r o m  C L A - i n f e c t e d  s h e e p  f r o m  t h o s e  w i t h  n o  p r i o r  h i s t o r y  
o f  i n f e c t i o n  w a s  c o n f i r m e d  b y  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  a n d  t h e  p r o t e i n  w a s  a p p l i e d  f o r  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  i n d i r e c t  E L I S A  a n d  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  
C L A  i n  s h e e p .  A s s a y s  w e r e  v a l i d a t e d  u s i n g  a  m e t h o d  d e s c r i b e d  f o r  t h e  v a l i d a t i o n  o f  
s e r o l o g i c a l  a s s a y s  f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s  ( J a c o b s o n ,  1 9 9 8 )  a n d  i n i t i a l  
f e a s i b i l i t y  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  n i n e  s e r u m  c o n t r o l s  s e l e c t e d  f r o m  s h e e p  
e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  w i t h  C .  p s e u d o t u b e r c u l o s i s  a n d  s h e e p  f r e e  o f  i n f e c t i o n .  
O p t i m i s e d  a s s a y  f o r m a t s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  a p p l i e d  t o  a  r a n g e  ( n = 9 2 )  o f  c l i n i c a l  
s a m p l e s  f r o m  I r i s h  h e r d s  a n d  i n i t i a l  e v a l u a t i o n  o f  t h e  a s s a y s  y i e l d e d  p r o m i s i n g  r e s u l t s .  
D i a g n o s t i c  s e n s i t i v i t y  @ S n )  a n d  s p e c i f i c i t y  ( D S p ) ,  c a l c u l a t e d  a s  a  c o m p a r i s o n  t o  
t h o s e  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h e  E L I S A  d e v e l o p e d  i n  L e l y s t a d ,  a v e r a g e d  f r o m  7 6 - 8 5 %  f o r  
b o t h  a s s a y s .  T h e  B i a c o r e  a s s a y ,  i n  p a r t i c u l a r ,  p r o v e d  t o  b e  a  v a l u a b l e  t o o l  f o r  h i g h -  
t h r o u g h p u t ,  a u t o m a t e d  s c r e e n i n g  o f  s e r u m  s a m p l e s  f o r  C .  p s e u d o t u b e r c ~ r l o s i s  
i n f e c t i o n .  T h e  a s s a y  a l s o  p r o v e d  t o  b e  h i g h l y  s e n s i t i v e  a n d  r e s u l t s  r e f l e c t e d  t h o s e  
o b t a i n e d  u s i n g  t h e  i n d i r e c t  P L D  E L I S A  w i t h  9 1 . 3 %  o f  s e r u m  s a m p l e s  g i v i n g  t h e  s a m e  
r e s u l t .  
C h a p t e r  4  f o c u s e d  o n  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  l i b r a r y  c o n s t r u c t i o n  a n d  s e l e c t i o n  o f  
p h a g e  d i s p l a y i n g - F a b  a n t i b o d i e s  d e r i v e d  f r o m  a  p a r e n t  a n t i - A F B 1  s c F v .  T w o  F a b  
c l o n e s ,  o n e  w i t h  i d e n t i c a l  v a r i a b l e  r e g i o n s  c o m p a r a t i v e  t o  t h e  p a r e n t  s c F v  ( D 1 1 )  a n d  
o n e  w i t h  a  s i n g l e  p o i n t  m u t a t i o n  i n  t h e  C D R H 3  ( G 6 ) ,  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  
r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  l i b r a r y .  T h e  p o t e n t i a l  b e n e f i t s  o f  c o n v e r t i n g  a n  s c F v  t o  a  F a b  
f o r m a t ,  i n c l u d i n g  e x p r e s s i o n ,  s t a b i l i t y ,  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y ,  a n d  t h e  a f f e c t  o f  t h e  
a m i n o  a c i d  s u b s t i t u t i o n  i n  t h e  m u t a n t  G 6  F a b ,  w e r e  a d d r e s s e d .  I n  t e r m s  o f  e x p r e s s i o n ,  
t h e  y i e l d s  o f  h i s t i d i n e - p u r i f i e d  s c F v  a n d  F a b  f r a g m e n t s  w e r e  f o u n d  t o  b e  e q u i v a l e n t  
a n d  m i l l i g r a m  q u a n t i t i e s  o f  f u n c t i o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  p r o d u c e d  i n  s t a n d a r d  l a b  
s h a k e - f l a s k  c u l t u r e s .  T h e  F a b  f r a g m e n t s  d i s p l a y e d  i n c r e a s e d  s t a b i l i t y  i n  c o m p a r i s o n  t o  
t h e i r  s c F v  c o u n t e r p a r t s ,  w h i c h  w a s  t h o u g h t  t o  b e  d u e  t o  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  a d d i t i o n a l  
c o n s t a n t  r e g i o n s  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  i n t e r c h a i n  d i s u l p h i d e  b o n d .  W h e n  t h e  t h r e e  
a n t i - A F B 1  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  E L I S A  a n d  
B i a c o r e - b a s e d  a s s a y s ,  t h e  D l 1  F a b  a n d  p a r e n t  s c F v  d i s p l a y e d  s i m i l a r  s e n s i t i v i t y ,  
t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  H o w e v e r ,  t h e  m u t a n t  c l o n e  ( ( 3 6 )  d e m o n s t r a t e d  
i n c r e a s e d  a s s a y  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  c o m p a r a t i v e  t o  t h e  p a r e n t  s c F v  a n d  D l 1  
F a b  f r a g m e n t s .  T h e  E L I S A - b a s e d  a s s a y ,  e m p l o y i n g  t h e  G 6  F a b ,  w a s  e s t i m a t e d  t o  
h a v e  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  1 . 3 n g I m l  f o r  A m I ,  w h i c h  i s  b e l o w  t h e  r e q u i r e d  E u r o p e a n  
U n i o n  m a x i m u m  l e v e l s ,  c u r r e n t l y  s e t  a t  2 - 8 n g / g  f o r  A F B l  i n  v a r i o u s  f o o d  t y p e s .  
C r o s s - r e a c t i v i t y  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  G 6  F a b  f r a g m e n t  r e v e a l e d  t h e  a n t i b o d y  a l s o  
d i s p l a y e d  g r e a t e r  s p e c i f i c i t y  t o w a r d s  B 1 ,  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  D l 1  F a b  a n d  s c F v  
a n t i b o d y  f r a g m e n t s .  T h e  a d v a n t a g e s  o f  t h e  S P R - b a s e d  b i o s e n s o r ,  ~ i a c o r e ~ ~ ,  o v e r  
c o n v e n t i o n a l  E L I S A  a s s a y s  w e r e  a l s o  h i g h l i g h t e d .  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y s  e m p l o y i n g  
t h e  a n t i - A F B 1  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  e n a b l e d  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  ( u p  t o  2 7 - f o l d )  i n  
s e n s i t i v i t y  o v e r  t h e  E L I S A  a n d  d i s p l a y e d  e x c e l l e n t  p r e c i s i o n .  T h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  
1 1 7 p g l m l  f o r  A F B l  u s i n g  t h e  G 6  F a b - b a s e d  a s s a y  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y  w i t h  o t h e r  
m e t h o d s  o f  d e t e c t i o n  i n  t h e  p u b l i s h e d  l i t e r a t u r e .  
F i n a l l y ,  t h e  a d v a n t a g e s  o f  a n  i n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  s t r a t e g y  w e r e  h i g h l i g h t e d .  T h e  t h r e e  
a n t i b o d y  f r a g m e n t s  w e r e  s u b c l o n e d  i n t o  t h e  p A K 4 O O B i o  v e c t o r  f o r  s u b s e q u e n t  
e x p r e s s i o n  o f  i n  v i v o  b i o t i n y l a t e d  a n t i b o d i e s  i n  E .  c o l i  A V B 1 0 0  c e l l s .  T h e  s c F v  w a s  
s u c c e s s f u l l y  b i o t i n y l a t e d  i n  v i v o  d u r i n g  e x p r e s s i o n  a n d  d e m o n s t r a t e d  n o  d e c r e a s e  i n  
s e n s i t i v i t y  f o l l o w i n g  b i o t i n y l a t i o n  w h e n  a p p l i e d  t o  a n  E L I S A  f o r m a t .  T h e  F a b  
f r a g m e n t s  w e r e  u n a b l e  t o  b e  d e t e c t e d  w i t h  a n  e x t r a v i d i n  c o n j u g a t e  s u g g e s t i n g  p o o r  
e x p r e s s i o n  y i e l d s  o f  b i o t i n y l a t e d  f r a g m e n t  o r  a n  i n a c c e s s i b l e  b i o t i n  t a g .  H o w e v e r ,  i t  i s  
t h o u g h  t h a t  t h e s e  p r o b l e m s  c o u l d  b e  o v e r c o m e  i n  t h e  f u t u r e  w i t h  f u r t h e r  o p t i m i s a t i o n  
o f  e x p r e s s i o n  c o n d i t i o n s  o r  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  a  f l e x i b l e  l i n k e r  t o  o v e r c o m e  
c o n f o r m a t i o n a l  c o n s t r a i n t s .  
I n  C h a p t e r  5 ,  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  r a i s e d  a g a i n s t  a n  a m p i c l l i n - p r o t e i n  c o n j u g a t e  w e r e  
e v a l u a t e d  i n  t e r m s  o f  t h e i r  p o t e n t i a l  a p p l i c a t i o n  f o r  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  m i l k .  
A l t h o u g h  p r e l i m i n a r y  s t u d i e s  u s i n g  a n  E L I S A  f o r m a t  d e m o n s t r a t e d  p o o r  s e n s i t i v i t y ,  a  
B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  f a c i l i t a t e d  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  f o r  t h e  l a b e l - f r e e  d e t e c t i o n  o f  
a m p i c i l l i n  i n  p r o c e s s e d  m i l k .  T h e  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  d i s p l a y e d  
a  h i g h  a v i d i t y  f o r  a  d i r e c t l y  i m m o b i l i s e d  a m p i c i l l i n  s u r f a c e  a n d  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
f r e e  a m p i c i l l i n  w e r e  r e q u i r e d  t o  t o t a l l y  i n h i b i t  b i n d i n g  t o  t h e  a n a l y t e  s u r f a c e .  
H o w e v e r ,  d e s p i t e  s o m e  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  e n c o u n t e r e d ,  t h e  a n t i b o d i e s  w e r e  
f o u n d  t o  b e  c a p a b l e  o f  d e t e c t i n g  a m p i c i l l i n  a t  a n  e s t i m a t e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  3 . 6 n g l m l  
i n  s p i k e d  d e f a t t e d  m i l k  ( b e l o w  t h e  r e q u i r e d  E u r o p e a n  U n i o n  M R L  s e t  a t  4 n g l m l ) .  T h e  
p o t e n t i a l  a p p l i c a b i l i t y  o f  a  d i s p o s a b l e ,  a n t i b o d y - b a s e d  b i o c h i p  s e n s o r  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  a m p i c i l l i n  w a s  a l s o  i n v e s t i g a t e d .  I n i t i a l l y  a  f l u o r e s c e n c e - b a s e d  a s s a y  w a s  
d e v e l o p e d  o n  a  p l a t e  f o r m a t  p r i o r  t o  b i o c h i p  a s s a y  d e v e l o p m e n t  a n d  a l l  r e a g e n t s  w e r e  
o p t i m i s e d .  H o w e v e r ,  t h e  r e s u l t i n g  a s s a y  d i s p l a y e d  p o o r  s e n s i t i v i t y  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  
t h e  B i a c o r e - b a s e d  i n h i b i t i o n  a s s a y  d u e  t o  t h e  c r u d e  p r e p a r a t i o n  o f  b i o t i n y l a t e d  
a m p i c i l l i n  u s e d  i n  a s s a y  d e v e l o p m e n t .  A l t h o u g h  f u t u r e  w o r k  o n  i m p r o v i n g  t h e  
s e n s i t i v i t y  o f  t h e  F I A  i s  r e q u i r e d ,  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  t h e  b i o c h i p  s y s t e m  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  w a s  s t i l l  i n v e s t i g a t e d .  T h e  a m p i c i l l i n - s p e c i f i c  
a n t i b o d i e s  w e r e  s u c c e s s f u l l y  i m m o b i l i s e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p o l y s t y r e n e  c h i p  c o n e  
s t r u c t u r e s  a n d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  B I O - A M P  a n d  a  S t r e p - C y 5  c o n j u g a t e ,  a  
f l u o r e s c e n c e  s i g n a l  w a s  c a p t u r e d  w i t h  a  C M O S  c a m e r a .  T h e  s y s t e m  e n a b l e d  r a p i d  
d e t e c t i o n  o f  b i o t i n y l a t e d  a m p i c i l l i n  w i t h  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  r e a g e n t  v o l u m e s  
r e q u i r e d .  I n  a n  a t t e m p t  t o  g e n e r a t e  a n t i b o d i e s  w i t h  i n c r e a s e d  a f f i n i t y  f o r  a m p i c i l l i n ,  a  
m u r i n e  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  l i b r a r y  w a s  a l s o  g e n e r a t e d .  H o w e v e r ,  d e s p i t e  t h e  u s e  o f  
v a r i o u s  s c r e e n i n g  a n d  e l u t i o n  p r o c e d u r e s ,  a n  s c F v  s p e c i f i c  t o  a m p i c i l l i n  w a s  n o t  
i s o l a t e d .  B o t h  l i b r a r y  c o n s t r u c t i o n  a n d  s e l e c t i o n  p r o c e d u r e s  n e e d  t o  b e  f u r t h e r  
o p t i m i s e d  f o r  f u t u r e  s e l e c t i o n  o f  a n  s c F v  s p e c i f i c  f o r  a m p i c i l l i n .  
I n  s u m m a r y ,  t h i s  w o r k  h i g h l i g h t s  t h e  p o t e n t i a l  u s e  o f  i m m u n o a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  f o o d  c o n t a m i n a n t s  a n d  t h e  d i a g n o s i s  o f  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s .  I t  d e m o n s t r a t e s  t h e  u s e  
o f  a n  i n c r e m e n t a l  p r o c e s s  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  a n d  v a l i d a t i o n  o f  s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  
a n t i b o d y - b a s e d  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  c a s e o u s  l y m p h a d e n i t i s .  T h e  r e s e a r c h  a l s o  
e m p h a s i s e d  t h e  u s e  o f  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  t e c h n o l o g y  a n d  d e m o n s t r a t e d  h o w  
g e n e t i c a l l y - d e r i v e d  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  c a n  b e  f u r t h e r  e n g i n e e r e d  t o  i n c r e a s e  
s e n s i t i v i t y  a n d  i n c o r p o r a t e  n o v e l  p e p t i d e  t a g s .  F i n a l l y ,  t h e  u s e  o f  b i o s e n s o r s  f o r  r a p i d ,  
a u t o m a t e d  d e t e c t i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i d u e  c o n t a m i n a t i o n  i n  m i l k  w a s  e x p l o r e d .  
A l t h o u g h  s p i k e d  s a m p l e s  d o  n o t  m i m i c  r e a l  u n k n o w n  s a m p l e s ,  t h e  a s s a y  c o u l d  b e  
p o t e n t i a l l y  u s e f u l  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a m p i c i l l i n  i n  r a w  m i l k .  
F u t u r e  w o r k  a r i s i n g  f r o m  t h e  b o d y  o f  t h i s  r e s e a r c h  c o u l d  e n t a i l  f u r t h e r  v a l i d a t i o n  o f  
t h e  P L D  B i a c o r e - b a s e d  a s s a y  u s i n g  a  l a r g e r  n u m b e r  o f  s e r u m  s a m p l e s  a n d  s u b s e q u e n t  
a p p l i c a t i o n  t o  d e t e r m i n e  t h e  p r e v a l e n c e  o f  C L A  d i s e a s e  i n  I r e l a n d .  B i a c o r e  i s  
p r e s e n t l y  a s s e s s i n g  t h e  u s e  o f  t h e  A m 1 - s p e c i f i c  G 6  F a b  i n  f u t u r e  c o m m e r c i a l  
a p p l i c a t i o n s .  M u t a g e n e s i s  t e c h n i q u e s  a r e  a l s o  c u r r e n t l y  b e i n g  e m p l o y e d  t o  f u r t h e r  
m o d i f y  t h e  a n t i b o d y ,  w h i c h  c o u l d  p o t e n t i a l l y  l e a d  t o  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  o r  b r o a d e r  
s p e c i f i c i t y .  F i n a l l y ,  t h e  u s e  o f  t h e  i n  v i v o  b i o t i n y l a t i o n  t e c h n i q u e  f o r  o r i e n t a t e d  
i m m o b i l i s a t i o n  o f  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  o n t o  t h e  b i o c h i p  p l a t f o r m s  d e s c r i b e d ,  w o u l d  
f a c i l i t a t e  t h e  g e n e r a t i o n  o f  h i g h l y  s e n s i t i v e ,  c h e a p ,  m a s s - p r o d u c i b l e  a r r a y s  a p p l i c a b l e  
t o  l a b o r a t o r y ,  f a r m  o r  i n d u s t r i a l  e n v i r o n m e n t s .  
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